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С целью развития подходов к созданию новых антимикробных соединений осуществлены дизайн 
и синтез конъюгатов, сочетающих в структуре макролидный антибиотик десмикозин и фрагмен-
ты антимикробного пептида онкоцина. Показано, что новые соединения способны связываться с 
70S-рибосомами Escherichia coli подобно десмикозину и онкоцину, ингибировать бактериальную 
трансляцию in vitro, а также подавлять рост бактериальных штаммов. Конъюгаты гекса- и тетра-
пептидных N-концевых фрагментов онкоцина с 3,2′,4′′-триацетилдесмикозином оказались активны-
ми в отношении штаммов, резистентных к макролидам. Методом молекулярной динамики найдены 
структурные особенности взаимодействий этих производных с бактериальными рибосомами, в том 
числе содержащими мутацию A2059G в 23S РНК.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: макролиды, пептидные производные, антимикробные пептиды, рибосома, молеку-

лярная динамика, рибосомный туннель.
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ВВЕДЕНИЕ

Устойчивость патогенных микроорганиз-
мов к антибиотикам представляет серьёзную 
проблему при их применении на практике, и 
способом решения этой проблемы является 

разработка новых эффективных и безопасных 
антибиотиков. Одним из подходов к созданию 
новых антимикробных соединений является 
рациональный дизайн, основанный на знаниях 
о механизмах действия известных антибиоти-
ков и их молекулярной мишени [1–4].

Принятые сокращения: МИК  – минимальная ингибирующая концентрация; ПТЦ  – пептидил-трансферазный 
центр; РТ  – рибосомный туннель; Boc  –  трет-бутилоксикарбонил; DCC  – 1,3-дициклогексилкарбодиимид; DES  – 
десмикозин; DIPEA – диизопропилэтиламин; DMAP – диметиламинопиридин; DMF – N,N-диметилформамид; Fmoc – 
флуоренилметилоксикарбонил; ERY  – эритромицин; HBTU  –  O-(бензотриазол-1-ил)-N,N,N′,N′-тетраметилуроний 
гексафторфосфат; HFIP  – 1,1,1,3,3,3-гексафторизопропанол; GABA  – 4-аминобутановая кислота; MALDI-TOF  MS  – 
времяпролетная масс-спектрометрия с ионизацией методом матричной десорбции; MBS – сайт связывания макролидов 
(Macrolide Binding Site); ONC – онкоцин 112 (VDKPPYLPRPRPPRrIYNr-NH2); Pip – пиперидин; RMSF – среднеквадра-
тичная флуктуация атомов (Root-Mean-Square Fluctuation); TFA – трифторуксусная кислота; TYL – тилозин.

* Адресат для корреспонденции.
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Макролиды представляют собой класс 
антибиотиков, структура которых включает 
лактонное кольцо с присоединёнными к нему 
углеводными остатками; действуя на бакте-
риальные рибосомы, макролиды проявляют 
активность в отношении многих патогенов, 
вследствие чего находят широкое применение 
в медицинской и ветеринарной практике [5–7]. 
Механизм действия макролидов заключается в 
том, что антибиотики связываются в начальном 
участке рибосомного туннеля (РТ) бактерий в 
непосредственной близости к пептидил-транс-
феразному центру  (ПТЦ) в так называемом 
сайте связывания макролидов  (MBS), при 
этом макролиды избирательно ингибируют 
трансляцию бактериальных белков, причём их 
действие зависит не только от структуры ан-
тибиотика, но и от последовательности расту-
щей пептидной цепи, т.е.  является контекст-
но-специфичным [8–10]. Известны различные 
механизмы формирования резистентности у 
бактерий к макролидным антибиотикам, среди 
которых основную роль играет модификация 
мишени их действия, т.е. нуклеотидов 23S РНК 
и белков 50S-субъединицы бактериальной 
рибосомы в области MBS  [7, 11, 12]. У  боль-
шинства бактерий устойчивость возникает в 
результате моно- и диметилирования N6-ами-
ногруппы нуклеотида А2058* под действием 
метилтрансфераз семейства Erm (Erythromycin 
resistance methyltransferases), метилирования 
G748, а также некоторых других пуриновых 
нуклеотидов доменов II и V 23S рРНК [13, 14]. 
Регуляция экспрессии генов устойчивости, в 
частности тех или иных метилтрансфераз, свя-
зана с образованием тройного комплекса рибо-
сома–макролид–растущий пептид  [8]. У  ряда 
микроорганизмов устойчивость к макро лидам 
возникает в результате мутаций в домене  V 
23S рРНК, чаще всего встречаются замена нук-
леотида A2062 на C (реже – на другие нуклео-
тиды), мутации А2058G, A2059G и некоторых 
других нуклеотидных остатков, а также мута-
ции и делеции в белках L4 и L22.

Макролиды на основе 16-членного лак-
тона, основными представителями которых 
являются антибиотики тилозинового ряда: ти-
лозин  (TYL) и десмикозин  (DES)  [15–17], об-
ладают некоторыми преимуществами по отно-
шению к другим представителям этого класса 
как за счёт благоприятных фармакологических 
свойств, так и благодаря их активности в от-
ношении определённых устойчивых штаммов 
бактерий [18]. Кроме того, антибиотики тило-

зинового ряда оказались способны действо-
вать на некоторые «необычные» рибосомы, в 
частности рибосомы апикопластов малярий-
ных плазмодиев  [19–21] или бактерии воль-
бахии, внутриклеточного симбионта круглых 
червей филярий  [22], и проявлять активность 
в отношении возбудителей некоторых трудно 
поддающихся лечению тропических болезней.

В первые десятилетия после того, как были 
найдены TYL, DES и другие антибиотики этого 
ряда, было синтезировано множество их про-
изводных по разным функциональным груп-
пам лактонного кольца и углеводных остатков, 
многие из этих аналогов оказались активны в 
отношении клинически значимых бактериаль-
ных штаммов [23–25]. В том числе было пока-
зано, что введение заместителей по 4′- и 4′′-гид-
роксилам микаминозы и микарозы приводит 
к аналогам, способным действовать против 
устойчивых штаммов бактерий  [26,  27]. С  тех 
пор как были расшифрованы структуры бак-
териальных рибосом и их комплексов с анти-
биотиками  [28–31], появилась возможность 
не только детального объяснения механизма 
действия макролидов, механизмов возникно-
вения устойчивости бактерий к ним и причин 
активности многих синтетических аналогов 
антибиотиков, но и рационального дизайна 
аналогов макролидных антибиотиков  [32–35]. 
С  целью изучения взаимодействий пептид-
ной цепи с элементами  РТ был синтезирован 
ряд пептидных аналогов TYL, DES и  О-ми-
каминозилтилонолида, в которых антибио-
тик служил якорем для закрепления пептида 
в  РТ  [12, 36–38], эти аналоги связывались с 
бактериальными рибосомами, ингибировали 
бактериальную трансляцию  in  vitro  и прояв-
ляли антибиотическую активность, однако не 
действовали в отношении устойчивых штам-
мов бактерий.

Около 20  лет назад были описаны анти-
микробные пептиды онкоцины, а сравни-
тельно недавно было обнаружено, что их дей-
ствие направлено на рибосомы бактерий  [39, 
40]. Онкоцины связываются в  РТ, практиче-
ски полностью его блокируя, и препятствуют 
встраиванию аминоацил-тРНК, что позволя-
ет образоваться инициаторному комплексу, 
но препятствует следующему шагу трансля-
ции [41, 42]. Ориентация онкоцинов при связы-
вании противоположна ориентации синтези-
руемой пептидной цепи – N-конец направлен 
в сторону ПТЦ, а С-конец – в сторону выхода 
из  РТ. Область связывания этих пептидов пе-
рекрывается с сайтами связывания большин-
ства антибиотиков, целью которых является 
рибосома, в частности, макролидов [41, 43, 44].

* Здесь и далее номера н.о. приводятся по последователь-
ности 23S РНК рибосомы Escherichia coli.
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В настоящей работе с целью развития под-
ходов к созданию новых антимикробных сое-
динений осуществлены дизайн и синтез, про-
тестированы антибактериальные свойства и 
изучены взаимодействия с рибосомой новых 
конъюгатов, сочетающих в структуре макро-
лидный антибиотик десмикозин и фрагменты 
антимикробного пептида онкоцина. Дизайн 
соединений осуществлён методом статиче-
ского моделирования; аффинность соедине-
ний к рибосомам оценена по вытеснению ими 
флуоресцентно меченного аналога эритроми-
цина  (ERY) из комплексов с 70S-рибосома-
ми E. coli; способность новых соединений ин-
гибировать биосинтез белка и подавлять рост 
бактерий протестирована  in  vitro  и на ряде 
бактериальных штаммов; с помощью метода 
молекулярной динамики проведён поиск воз-
можных взаимодействий этих соединений в 
комплексах с бактериальными рибосомами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе были использованы реаген-
ты и растворители следующего производ-
ства: 1,1,1,3,3,3-гексафторизопропанол (HFIP, 
«Acros Organics», Бельгия); носитель для твер-
дофазного синтеза, содержащий 2-хлортри-
тилхлоридную группировку (2CTC Resin) и 
производные L-аминокислот («Iris Biotech», Гер-
мания); 1,3-дициклогексилкарбодиимид (DCC), 
O-(бензо триазол-1-ил)-N,N,N′,N′-тетраметил-
уроний гексафторфосфат  (HBTU), диизо-
пропил этиламин  (DIPEA) («Sigma-Aldrich», 
США, Швейцария); диметиламинопиридин 
(DMAP, «Serva», США); 4-аминобутановая 
кислота (GABA, «Reanal», Венгрия); трифтор-
уксусная кислота (TFA, «PanReac AppliChem», 
Германия) и абсолютные растворители: мета-
нол («LiChrosolv», Германия); изопропанол, 
ди оксан, пиридин, N,N-диметилформамид 
(DMF), CH2Cl2, ацетонитрил («PanReac Appli-
Chem», США), а также растворители российско-
го производства фирм «Химмед» и «Иреа2000». 
TYL (4) был выделен из препарата «Тилозин 200» 
(ЗАО «Нита-Фарм», Россия) с помощью мето-
да колоночной хроматографии на силикагеле в 
системе CHCl3/MeOH = 15/1. Флуоресцентное 
производное эритромицина BODIPY-ERY было 
синтезировано по известной методике [45].

Хроматография.  ТСХ  проводили на пла-
стинках Kieselgel 60 F254 («Merck», Германия); 
для  колоночной хроматографии  использовали 
Silica  gel  60 (0,063–0,200  мм и 0,04–0,063  мм; 
«Marcherey Nagel», Германия). Соединения, 
содержащие группы, поглощающие в УФ-об-

ласти, обнаруживали с помощью УФ-кабинета 
(«Camag», Англия); соединения, содержащие 
свободные либо защищенные  трет-бутилок-
сикарбонилом  (Boc) аминогруппы  – нингид-
риновым реактивом.

Аминокислотный анализ  осуществляли на 
анализаторе «Hitachi  835» («Hitachi», Япония). 
Кислотный гидролиз проводили в запаянных 
ампулах смесью 6 М HCl и TFA (2/1) при 155 °C 
в течение 1 ч.

Хромато-масс-спектрометрию осуществля-
ли с помощью системы UPLC/MS/MS, состо-
ящей из хроматографа Acquity UPLC («Waters», 
США) и квадрупольного масс-спектрометра 
TQD («Waters») с регистрацией позитивных 
ионов с помощью метода ESI MS, с исполь-
зованием колонки Acquity BEH C18, 1,7 мкм, 
50 × 2,1 мм («Waters»), 0.5 мл/мин, при 35°C С 
с градиентом 5–100% CH3CN в 20 мМ HCOOH 
за 4 мин.

Спектры MALDI-TOF MS  получали на 
MALDI-времяпролетном масс-спектрометре 
«Ultrafl e Xtreme Bruker Daltonics» («Bruker», 
Германия), оснащённом УФ-лазером (Nd), в 
режиме положительных ионов с использовани-
ем рефлектрона.

Спектры ЯМР  соединений регистрирова-
ли на спектрометре «Bruker Avance» («Bruker»), 
рабочие частоты составляли 600 МГц для  1H и 
151 МГц – для  13C при 298 К в ДМСО-d6 с ис-
пользованием тетраметилсилана в качестве 
внутреннего стандарта. Отнесение сигна-
лов  1H и  13С было осуществлено с использова-
нием одномерных спектров  1H и  13С и двумер-
ных 1H-1H ROESY (время смешивания 320 мс), 
1H-1H DQF-COSY, 1H-1H TOCSY, 13C-1H HSQC 
и 13C-1H HMBC. Спектры обрабатывали с помо-
щью программного обеспечения NMRPipe [46] 
с использованием стандартного протокола, 
включающего взвешивающую функцию Ло-
ренца–Гаусса, метод прямого-обратного ли-
нейного предсказания и метод полиноми-
альной коррекции базовой линии. Спектры 
одномерного ЯМР обрабатывали и анализиро-
вали с помощью программы Mnova («Mestrelab 
Research», Испания). Двумерные спектры ана-
лизировали с помощью программного обеспе-
чения NMRFAM-Sparky [47].

Анизотропию флуоресценции измеряли при 
комнатной температуре с помощью планшет-
ного мультиридера «VICTOR X5 Multilabel Plate 
Reader» («Perkin Elmer», США) на 384-луноч-
ном планшете. Длина волны поглощения со-
ставляла 485 нм, испускания – 535 нм.

Дизайн молекул выполняли с помощью ме-
тода статического моделирования с использова-
нием программного обеспечения Avogadro [48] 
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и PyMOL  2.6 (The  PyMOL Molecular Graphics 
System, Version 2.6 Schrödinger, LLC).

Синтез пептидных производных десмикози-
на. Синтез пептидов Fmoc-Lys(Boc)-Pro-Pro-
Tyr(tBu)-OH (1a), Fmoc-Asp(tBu)-Lys(Boc)-Pro-Pro-
Tyr(tBu)-OH (2a), Boc-Val-Asp(tBu)-Lys(Boc)-Pro-
Pro-Tyr(tBu)-OH  (3a) описан в «Приложении», 
схема синтеза пептидов представлена на рис. S1 
в Приложении.

3,2′,4′′,4′′′-О-тетраацетил-тилозин (5). TYL (4) 
(512 мг; 0,56 ммоль; 1 экв.) растворяли в пири-
дине  (5  мл) и добавляли уксусный ангидрид 
(290  мкл; 3,1  ммоль; 5,5  экв.). Раствор пере-
мешивали сутки при комнатной температуре. 
Пиридин удаляли на роторном вакуумном ис-
парителе в смеси с бензолом. Продукт очищали 
на силикагеле в системе CHCl3/MeOH  =  20/1. 
Выход: 479  мг (79%; 0,44  ммоль); ТСХ: Rf  0,43 
(CHCl3/MeOH  =  20/1); MALDI-TOF  MS, 
m/z вычислено для [C54H85NO21 + H]+ – 1084,6; 
найдено – 1084,6.

3,2′,4′′-О-триацетил-десмикозин (6). Ацети-
лированное производное тилозина (5) (359 мг; 
0,33  ммоль; 1  экв.) растворяли в небольшом 
количестве ацетонитрила и добавляли 5,92  мл 
0,2  N  HCl (3,6  экв.). Смесь перемешивали 
при комнатной температуре несколько часов 
до достижения полного гидролиза, который 
контролировали по ТСХ в системе CHCl3/
MeOH  =  20/1. По окончании реакции смесь 
нейтрализовали с помощью 5%-ного раствора 
NaHCO3, экстрагировали хлороформом, промы-
вали насыщенным раствором  NaCl и сушили 
над б/в  Na2SO4. Очистку продукта проводили 
с использованием колоночной хроматографии 
в системе CHCl3/MeOH  =  20/1. Выход: 236  мг 
(80%; 0,26 ммоль); ТСХ: Rf 0,29 (CHCl3/MeOH =
=  20/1); Rf  0,31 (CHCl3/MeOH/19% NH4OH  = 
=  16/1/0,1); MALDI-TOF  MS, m/z  вычис лено 
для [C45H71NO17 + H]+ – 898,5; найдено – 898,6.

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-(4-[(трет-буток-
сикарбонил)амино]бутаноил)-десмикозин (7). Про-
изводное  6  (208  мг; 0,23  ммоль; 1  экв.) и Boc-
GABA (94  мг; 0,46  ммоль; 2  экв.) растворяли в 
хлористом метилене (абс.) при 0 °С. Далее после-
довательно добавляли DCC (143 мг; 0,69 ммоль; 
3  экв.) и DMAP (42  мг; 0,34  ммоль; 1,5  экв.). 
Смесь оставляли перемешиваться при комнат-
ной температуре на ночь. Растворитель удаляли 
на роторном вакуумном испарителе, образовав-
шийся осадок растворяли в ацетонитриле и отде-
ляли от осадка дициклогексилмочевины филь-
трованием. Очистку продукта проводили 
методом колоночной хроматографии в системе 
CHCl3/MeOH = 20/1. Выход: 137 мг (57%; 0,13 ммоль); 
ТСХ: Rf  0,51 (CHCl3/MeOH  =  20/1); MALDI-
TOF MS, m/z вычислено для [C54H86N2O20 + H]+ – 

1083,6; найдено  – 1083,6.  1H  ЯМР, COSY, TOCSY, 
ROESY, HMBC, HSQC (CDCl3; 600 MHz) δ (ppm): 
0,84 (t, J = 7,1 Hz, 3H, H17); 0,85–0,88 (m, 3H, H18); 
1,04–1,07 (m, 3H, H6′); 1,10 (d, J = 6,3 Hz, 3H, H6′′); 
1,15 (d, J = 6,7 Hz, 3H, H21); 1,36 (s, 9H, H4′h); 1,45–
1,48 (m, 1H, H7α); 1,50–1,57 (m, 3H, H4, H7β, H16α); 
1,73–1,75 (m, 5H, H22, H4′c); 1,77–1,81 (m, 1H, H16β); 
1,85  (br  d, J  =  3,8 Hz, 1H,  H2α); 1,98  (s, 3H,  H2′b); 
2,04 (s, 3H, H4′′b); 2,08 (s, 3H, H3b); 2,25–2,28 (m, 8H, 
H4′b, H3′a); 2,31–2,40 (m, 1H, H6); 2,40–2,56 (m, 3H, 
H8, H19α, H2β); 2,64–2,73 (m, 2H, H19β, H3′); 2,94–
2,99 (m, 2H, H14, H2′′); 3,07–3,11 (m, 2H, H4d); 3,30–
3,36 (m, 1H,  H5′); 3,38 (s, 3H, H2′′a); 3,45 (s, 3H, H3′′a); 
3,46–3,52 (m, 1H, H23α); 3,55 (br d, J = 10,1 Hz, 1H, H5); 
3,74  (br  d, J  =  10,1  Hz, 1H,  H3); 3,80–3,86  (m, 2H, 
H3′′, H5′′); 3,90 (dd, J = 9,7, 4,5 Hz, 1H, H23β); 4,24 (d, 
J  =  7,9  Hz, 1H,  H1′); 4,37  (t, J  =  8,1  Hz, 1H,  H4′′);
 4,55 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H1′′); 4,64 (td, J = 9,9, 3,7 Hz, 
1H, H4′); 4,70–4,76 (m, 1H, H15); 4,81–4,86 (m, 2H, 
H2′,  H4′e); 5,84  (d, J  =  10,4 Hz, 1H,  H13); 6,23  (d, 
J = 15,1 Hz, 1H, H10); 7,32 (d, J = 15,1 Hz, 1H, H11); 
9,61 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H20). 13C ЯМР, HMBC, HSQC 
(CDCl3, 151  MHz) δ  (ppm): 7,55  (C18); 8,41  (С17); 
12,12  (C22); 16,35  (C6′′); 16,36  (C6′); 16,42  (C21); 
19,65  (C3b); 19,87  (C4′′b); 20,29  (C2′b); 24,13  (C4′c); 
24,61 (С16); 27,29 (3C, C4′h); 30,81 (C4′b); 30,96 (C7); 
31,53  (C6); 38,25  (C2); 38,70  (C4′d); 39,72  (C4); 
40,30 (2C, C3′a); 42,71 (C19); 43,27 (C14); 44,01 (C8); 
58,39  (C2′′a); 60,48  (C3′′a); 65,69  (C3); 66,07  (C3′); 
66,30  (C5′′); 68,72  (C23); 69,42  (C2′); 69,99  (C5′); 
70,29  (C4′); 73,67  (C4′′); 74,02  (С15); 76,64  (C3′′); 
78,07  (C4′g); 79,52  (C2′′); 79,69  (C5); 100,05  (C1′′); 
100,73 (C1′); 117,55 (C10); 133,85 (C12); 140,45 (C13); 
146,95 (C11); 154,84 (C4′f); 168,06 (C2′a); 169,02 (C4′′a); 
169,84  C3a); 171,02 (C4′a); 172,62 (C1); 201,54 (C20); 
202,31 (C9).

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-(4-аминобутаноил)-
десмикозин (8). Соединение 7 (76 мг; 0,070 ммоль) 
растворяли в 3  мл 50%-ной  TFA в CH2Cl2  при 
0 °С и перемешивали в течение 1 ч. Летучие ком-
поненты смеси удаляли на роторном вакуум-
ном испарителе, остаток растворяли в неболь-
шом объёме  CH2Cl2  и осаждали диэтиловым 
эфиром, осадок центрифугировали, переоса-
ждали продукт таким образом ещё несколько 
раз, сушили на воздухе. Продукт использова-
ли на следующей стадии без дополнительной 
очистки. Выход: 16 мг (23%; 0,016 ммоль); ТСХ: 
Rf 0,17 (CHCl3/MeOH = 20/1); MALDI-TOF MS, 
m/z вычислено для [C49H78N2O18 + H]+ – 983,5; 
найдено – 983,7.

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-[[(N2-флуоре-
нилметоксикарбонил)-N6-трет-бутоксикарбо-
нил-L-лизил]-L-пролил-L-пролил-(О-трет-бу-
тил-L-тирозил)-4-аминобутаноил]-десмико-
зин  (9a). Защищённый тетрапептид  1a  (54  мг; 
61 мкмоль; 1,5 экв.) растворяли в DMF и добав-
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ляли HBTU (31 мг; 82 мкмоль; 2 экв.), DIPEA 
(21 мкл; 123 мкмоль; 3 экв.) и перемешивали в 
течение 15 мин. Далее в смесь добавляли про-
изводное 8 (40 мг; 41 мкмоль; 1 экв.). Затем по 
истечении 20 мин добавляли 20% DIPEA от ис-
ходного количества (4,2  мкл). Смесь оставля-
ли перемешиваться на ночь, затем разбавляли 
водой в несколько раз и экстрагировали сме-
сью гексан/этилацетат  =  (1/1). Органическую 
фазу последовательно промывали небольшими 
объёмами 0,1  М  HCl, воды и 5%-ного раство-
ра NaHCO3. Очистку целевого соединения про-
водили в системе CHCl3/MeOH = 20/1. Выход: 
23  мг (29%; 12  мкмоль); ТСХ: Rf  0,42 (CHCl3/
MeOH  =  20/1); MALDI-TOF  MS, m/z  вычис-
лено для [C98H139N7O27  +  H]+  – 1847,0; найде-
но – 1846,8.

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-[[(N-флуоренил-
метоксикарбонил)-О-трет-бутил-L-аспартил]-
(N6-трет-бутоксикарбонил-L-лизил)-L-про-
лил-L-пролил-(О-трет-бутил-L-тирозил)-4-
аминобутаноил]-десмикозин  (9b). Получали ана-
логично 9a, исходя из 41 мг (39 мкмоль; 1,3 экв.) 
защищённого пентапептида  2a, HBTU (23  мг; 
60 мкмоль; 2 экв.), DIPEA (19 мкл; 107 мкмоль; 
3,6  экв.), производного  8  (29  мг; 30  мкмоль; 
1  экв.). Очистку целевого соединения прово-
дили в системе CHCl3/MeOH  =  20/1. Выход: 
9  мг (15%; 4,5  мкмоль); ТСХ: Rf  0,35 (CHCl3/
MeOH  =  20/1); MALDI-TOF  MS, m/z  вычис-
лено для [C106H152N8O30  +  H]+  – 2018,1; найде-
но – 2017,8.

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-[(N-трет-бутил-
оксикарбонил-L-валил)-(О-трет-бутил-L-аспар-
тил)-(N6-трет-бутоксикарбонил-L-лизил)-L-
пролил-L-пролил-(О-трет-бутил-L-тирозил)-
4-аминобутаноил]-десмикозин (9c). Получали ана-
логично 9a, исходя из 80 мг защищённого гекса-
пептида (3a) (78 мкмоль; 1,5 экв.), HBTU (39 мг; 
103 мкмоль; 2 экв.), DIPEA (32 мкл; 185 мкмоль; 
3,6  экв.), производного  8  (51  мг; 52  мкмоль; 
1  экв.). Очистку целевого соединения прово-
дили в системе CHCl3/MeOH  =  20/1. Выход: 
30  мг (29%; 15  мкмоль); ТСХ: Rf  0,3 (CHCl3/
MeOH  =  20/1); MALDI-TOF MS, m/z вычислено 
для [C101H159N9O31 + H]+ – 1995,1; найдено – 1994,9.

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-(L-лизил-L-пролил-
L-пролил-L-тирозил-4-аминобутаноил)-десмико-
зин (1). Соединение 9a массой 16 мг (8,7 мкмоль) 
растворяли в 500 мкл 20%-ного раствора пипе-
ридина (Pip) в DMF. Смесь перемешивали в те-
чение 40 мин при комнатной температуре. Да-
лее продукт осаждали из раствора петролейным 
эфиром, осадок отделяли центрифугировани-
ем, и вещество переосаждали таким образом 
несколько раз. Полученный твёрдый остаток 
добавляли к 500  мкл 50%-ной TFA в хлори-

стом метилене при 0 °С, и смесь перемешивали 
в течение 1 ч при 0 °С. Далее TFA и раствори-
тель удаляли в вакууме. Получившийся сухой 
остаток растворяли в небольшом количестве 
хлористого метилена и осаждали диэтиловым 
эфиром, осадок отделяли центрифугировани-
ем, затем полученный продукт переосаждали 
таким образом несколько раз. Выход: 1 мг (8%; 
0,68  мкмоль); MALDI-TOF  MS, m/z  вычис-
лено для [C74H113N7O23  +  H]+  – 1468,8; найде-
но – 1468,9.

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-(L-аспартил-L-ли-
зил-L-пролил-L-пролил-L-тирозил-4-амино-
бутаноил)-десмикозин (2) получали аналогично 1 
исходя из  9b  (9  мг; 4,5  мкмоль). Выход: 1  мг 
(14%; 0,63 мкмоль); MALDI-TOF MS, m/z вы-
числено для [C78H118N8O26 + H]+ – 1583,8; най-
дено – 1583,9.

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-(L-валил-L-аспар-
тил-L-лизил-L-пролил-L-пролил-L-тирозил-4-
аминобутаноил)-десмикозин  (3). Соединение  9c 
(30  мг; 15  мкмоль) растворяли в 500  мкл 
50%-ной TFA в хлористом метилене при 0  °С 
и перемешивали в течение 1 ч при 0  °С. Далее 
TFA и растворитель удаляли в вакууме. Полу-
чившийся сухой остаток растворяли в неболь-
шом количестве хлористого метилена и оса-
ждали диэтиловым эфиром, осадок отделяли 
центрифугированием, затем полученный про-
дукт переосаждали несколько раз. Выход: 5 мг 
(20%; 3,0  мкмоль); MALDI-TOF  MS, m/z  вы-
числено для [C83H127N9O27 + H]+ – 1682,9; най-
дено – 1683,0.

Изучение связывания аналогов десмикози-
на с рибосомами E. coli. Аффинность соедине-
ний к 70S-рибосомам E. coli  (штамм MRE-600 
(70S-рибосомы  E.  coli  были любезно предо-
ставлены лабораторией А.Л.  Коневеги)) опре-
деляли методом конкурентного связывания в 
присутствии флуоресцентного аналога эри-
тромицина – BODIPY-ERY, как было описано 
ранее  [49, 50]. Концентрации исследуемых ве-
ществ варьировались от 1 нМ до 10 мкМ. Кон-
центрация 70S-рибосом E. coli и BODIPY-ERY 
составляла 50 и 16  нМ соответственно. Смесь 
инкубировали 2 ч при комнатной температуре, 
затем измеряли уровень анизотропии флуорес-
ценции. Для каждого соединения было выпол-
нено минимум 2 повтора. Расчёт эффективных 
констант диссоциации был проведён на основе 
стандартной модели, которая описывает равно-
весное конкурентное связывание двух лиган-
дов в одном сайте [51].

In vitro трансляция.  Ингибирование синте-
за белка в бесклеточной системе  проводили 
на основе системы трансляции люцифера-
зы светлячка, как было описано ранее  [52]  – 
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T7-транскрибируемая мРНК (Fluc) люцифера-
зы светлячка (Photinus pyralis) транслировалась 
в бесклеточной S30-системе E.  coli согласно 
известной методике  [53]. Концентрация ис-
следуемых соединений составляла 20  мкМ, 
уровень трансляции  in  vitro  после инкубиро-
вания измеряли с помощью системы Bright-
Glo® Luciferase Assay System («Promega», США) 
на планшетном мультиридере «VICTOR  X5 
Multilabel Plate Reader».

Тестирование на антибиотическую актив-
ность проводили на следующих штаммах: E. coli 
JW5503  ΔtolC, модифицированном репортёр-
ной последовательностью pDualrep2 [54, 55], в 
котором остановка процесса трансляции при-
водит к экспрессии красного флуоресцентного 
белка Katushka2S; E. coli JW5503 ΔtolC KanR, ре-
зистентный к канамицину; E. coli JW5503 ΔtolC, 
модифицированном плазмидой pKH80 [56], 
обеспечивающей устойчивость к эритроми-
цину за счёт экспрессии метилтрансферазы 
ErmC; E.  coli SQ171  ΔtolC, трансформирован-
ном плазмидой pAM552 [57]; E. coli SQ171 ΔtolC, 
модифицированном pAM552 с заменой A2058G 
в 23S рРНК; E. coli SQ171 ΔtolC, модифициро-
ванном pAM552 с заменой A2059G в 23S рРНК 
(плазмиды pAM552, содержащие замены 
A2058G и A2059G, были любезно предостав-
лены А.С.  Манькиным (Иллинойсский уни-
верситет в Чикаго)). Тестируемые соединения 
в количестве 10 нмоль, а также эритромицин в 
количестве 6,8 нмоль наносили на чашки с ага-
ром, которые уже содержали соответствующий 
штамм. Чашки инкубировали при 37 °С в тече-
ние ночи, уровень экспрессии флуоресцент-
ных белков в штамме, содержащем плазмиду 
pDualrep2, и зоны ингибирования бактериаль-
ного роста в остальных штаммах оценивали с 
помощью системы визуализации ChemiDoc 
(«Bio-Rad», США).

Измерение минимальной ингибирую-
щей концентрации проводили на следующих 
штаммах: E.  coli JW5503  ΔtolC  KanR, E.  coli 
JW5503 ΔtolC pKH80, E. coli SQ171 ΔtolC pAM552, 
E. coli SQ171 ΔtolC pAM552 A2058G, E. coli SQ171 
ΔtolC  pAM552  A2059G. Для проведения экспе-
римента 96-луночный планшет заполняли 
сус пензией клеток, полученной путём разбав-
ления ночной культуры в 200  раз в среде  LB 
(«Amresco», США). В  ячейки первого ряда 
добавляли 4  мкл тестируемого соединения 
(в концентрации 4–68  мМ в  ДМСО), после 
чего готовили серию двукратных разведений  
в последующих рядах до десятого. После этого 
планшеты инкубировали при 37  °С в течение 
ночи с аэрацией 200  об./мин. О  концентра-
ции клеток судили по значению оптической 

плотности при 600  нм. Измерение проводи-
ли на планшетном мультиридере «VICTOR X5 
Multilabel Plate Reader». В качестве минималь-
ной ингибирующей концентрации  (МИК) 
принимали наименьшую концентрацию, при 
которой исследуемое вещество полностью по-
давляло рост бактерий .

Молекулярная динамика*. Моделируемая 
система. Структура рибосомы E. coli была по-
лучена исходя из данных рентгеноструктур-
ного анализа структуры с разрешением 3,1  Å 
(PDB ID: 4V7U) [58] с добавлением в 23S рРНК 
модифицированных оснований в соответ-
ствии со сведениями из банка данных  [59]. 
Положения модифицированных оснований 
были оптимизированы минимизацией энер-
гии сочетанием метода наискорейшего спуска 
с алгоритмом Бройдена–Флетчера–Гольдфар-
ба–Шанно с ограниченным использованием 
памяти  [60], за которой следовал расчёт ко-
роткой молекулярной динамики. При этом все 
немодифицированные основания были пол-
ностью зафиксированы, тогда как модифици-
рованные основания, ионы и вода двигались, 
а эритромицин, содержавшийся в исходной 
рентгеновской структуре, был изъят. После оп-
тимизации были выделены все остатки, у кото-
рых хотя бы один атом попадал в кубическую 
область с ребром длиной 7 нм, включающую в 
себя весь РТ и ПТЦ, так что центр этой обла-
сти находился в туннеле, а сам туннель проле-
гал вдоль мысленной оси аппликат. Подобный 
подход использовался в работах ранее [61, 62]. 
На полученное выделение накладывали струк-
туру рибосомы  Haloarcula marismortui, имею-
щую разрешение 3,0  Å (PDB  ID:  1K9M)  [28], 
устанавливая в этот фрагмент рибосомы TYL. 
Затем остаток микарозы удаляли, а конфор-
мацию остатка мицинозы в сайте связывания 
оптимизировали докингом, применяя пакет 
rDock [63], сохраняя при этом положение, ори-
ентацию и конформацию лактонного коль-
ца и остатка микаминозы неизменными. При 
моделировании комплекса онкоцина с рибо-
сомой  E.  coli  на то же выделение накладыва-
ли структуру комплекса онкоцина  112 (ONC, 
VDKPPYLPRPRPPRrIYNr-NH2) с рибосомой 
Thermus thermophilus, имеющую разрешение 
2,9 Å (PDB ID: 4Z8C) [43], устанавливая в этот 
фрагмент ONC.

При моделировании конъюгатов десмико-
зина с фрагментами онкоцина (1–3) исходные 
состояния структуры их комплексов с рибосомой 
E. coli получали, накладывая на описанную выше 

* Детализированное описание методов молекулярно-ди-
намического моделирования приведено в Приложении.
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структуру комплекса десмикозина  N-концевые 
пептиды онкоцина Val1Asp2Lys3Pro4Pro5Tyr6  или 
Lys3Pro4Pro5Tyr6  из структуры комплекса ONC 
с рибосомой  T.  thermophilus. При этом остаток 
4-аминобутановой кислоты, соединяющий 
десмикозиновую и онкоциновую части конъю-
гатов, а также ацетильные группы в 3,2′,4′′-по-
ложениях были смоделированы с помощью 
программы PyMOL.

В ходе молекулярно-динамического мо-
делирования этилальдегидная группа каждого 
рассматриваемого производного десмикозина 
была ковалентно связана с экзоциклической 
аминогруппой основания  A2062 с образова-
нием карбиноламина. При изучении эффекта 
мутации  A2059G в построенных таким обра-
зом структурах заменялось соответствующее 
азотис тое основание.

Общие условия моделирования.  Все расчёты 
молекулярной динамики и анализ полученных 
траекторий проводили с использованием паке-
та GROMACS версия 5.1.4 [64, 65]. Канониче-
ские и модифицированные аминокислотные 
и нуклеотидные остатки моделировали с ис-
пользованием силового поля Amber14sb [66], а 
DES и его производные – с помощью силово-
го поля GAFF [67]. При этом оптимизирован-
ные трёхмерные структуры и молекулярные 
электростатические потенциалы вновь пара-
метризуемых остатков и соединений получа-
ли квантово-химическими расчётами методом 
Хартри–Фока с базисом 6-31G*. Точечные за-
ряды вычисляли в модели RESP [68]. Времен-
ной шаг интегрирования во всех вычислениях 
составлял 2  фс, координаты записывались в 
файл траектории каждые 25 пс. Для ограниче-
ния длин связей с атомами водорода использо-
вали алгоритм LINCS [69]. Моделирование вы-
полнялось при температуре 310  К с периодом 
привязки 0,1  пс под управлением термостата 
масштабирования скоростей с добавочным 
стохастическим членом  [70] и периодических 
граничных условиях с изотропным постоян-
ным давлением, поддерживаемым баростатом 
Берендсена  [71] с периодом привязки 5  пс. 
Электростатические взаимодействия обраба-
тывались посредством сети частиц Эвальда [72] 
с шагом сетки 0,125 нм и четвёртым порядком 
интерполяции. Моделируемые системы цен-
трировали в тетрагональной ячейке размером 
9,5  ×  9,5  ×  9,4  нм, заполненной молекулами 
воды TIP4PEW [73] так, что грани системы были 
покрыты слоем растворителя в 0,9  нм. Оста-
точный отрицательный заряд системы был 
компенсирован ионами калия с оптимизиро-
ванными параметрами  [74], причём добавля-
емые ионы располагались вблизи отрицатель-

но заряженных групп  [75] (программный код 
был любезно предоставлен А.О.  Залевским). 
Кроме того, часть молекул воды была случай-
ным образом заменена ионами калия, магния 
и хлорид-анионами с тем, чтобы препятство-
вать вымыванию противоионов магния и ка-
лия в водную фазу; при этом в водной фазе 
устанавливались концентрации 7 мМ MgCl2 и 
100 мМ KCl. Остатки, хотя бы один атом кото-
рых находится в пределах 0,1 нм от грани моде-
лируемого участка рибосомы, были позицион-
но ограничены, при этом все остальные могли 
свободно двигаться.

При моделировании структуры комплекса 
соединения 3 с рибосомой E. coli выполнялись 
расчёты уравновешенной метадинамики [76] с 
обменом реплик  [77] для введённых ацетиль-
ных групп. Расчёт выполняли при помощи па-
кета PLUMED версия  2.3  [78], работающего в 
комплексе с пакетом GROMACS версия  5.1.4. 
Взвешивающий потенциал подстраивали, 
добавляя к нему одно- и двумерные гауссо-
вы функции высотой 3  кДж/моль и шириной 
10 градусов с периодичностью 2500 шагов (5 пс) 
до тех пор, пока высота гауссиан не достигла 
порядка 0,1  кДж/моль. Взвешивающий коэф-
фициент составлял 8, использовалось 6 реплик. 
В ходе этих расчётов подвижность атомов саха-
рофосфатного остова 23S  рРНК была ограни-
чена параболическим потенциалом с силовой 
константой 1000 кДж/нм2, подвижность атомов 
пептидной части конъюгата была ограничена 
параболическим потенциалом с силовой кон-
стантой 10  кДж/нм2, а подвижность десмико-
зиновой части конъюгата, воды, ионов, а также 
аминокислотных остатков белков рибосомы и 
азотистых оснований не ограничивалась.

Методы анализа траекторий.  Анализ ме-
стонахождения и частоты встречаемости во-
дородных связей и стэкинг-взаимодействий 
производили по описанной ранее методи-
ке  [79]. Частота встречаемости водородной 
связи или стэкинг-взаимодействия рассчи-
тывалась как отношение количества кадров 
траектории, в которых обнаружено соответ-
ствующее взаимодействие, к общему коли-
честву кадров в траектории. Кластеризацию 
проводили методом  GROMOS  [80]. Так-
же вычисляли значения среднеквадратич-
ной флуктуации атомов  (RMSF). RMSF 
i-атома с координатой ri на протяжении T кад-
ров траектории  рассчитывали по формуле: 

При анализе траекторий значения RMSF ато-
мов усредняли по рассматриваемым молекулам.
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Визуализацию  полученных данных прово-
дили с помощью программного обеспечения 
PyMOL  2.6 (The  PyMOL Molecular Graphics 
System, Version 2.6 Schrödinger, LLC).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Статическое моделирование.  С помощью 
статического моделирования был выполнен ди-
зайн конъюгатов десмикозина с фрагментами 
онкоцина, целью которого было определение 
оптимальной аминокислотной последователь-
ности в структуре онкоцина (рис. 1, а), с кото-
рой может быть осуществлена конъюгация, а 
также нахождение наиболее подходящего лин-
кера для соединения макролидной и пептид-
ной частей молекулы. Для этого использовали 
кристаллические структуры TYL в комплексе с 
рибосомой H. marismortui (PDB ID: 1K9M) [28] 
и  ONC в комплексе с рибосомой  T.  thermo-
philus  (PDB  ID:  4Z8C)  [43], полученные мето-
дом рентгеноструктурного анализа (рис. 1, б–г). 
Наложение структур комплексов бактери-

альных рибосом с  TYL и  ONC  (рис.  1,  г) по-
казало, что 4′-O-атом микаминозы  TYL на-
ходится на расстоянии 5,5  Å от атома азота 
амидной группы Tyr6  ONC. Поэтому в каче-
стве фрагментов онкоцина для присоединения 
к  DES были выбраны тетра-(Lys3Pro4Pro5Tyr6), 
пента-(Asp2Lys3Pro4Pro5Tyr6) и гексапептид 
(Val1Asp2Lys3Pro4Pro5Tyr6). Подходящим по 
длине линкером для соединения 4′-OH-группы 
микаминозы и карбоксильной группы Tyr6 ока-
зался остаток 4-аминобутановой кисло-
ты (рис. 1, д).

Синтез.  Синтез сконструированных в со-
ответствии с данными статического моде-
лирования конъюгатов десмикозина с фраг-
ментами онкоцина  (1–3) был осуществлён 
по схеме  (рис.  2). На первом этапе проводили 
ацетилирование  TYL с последующим кис-
лотным гидролизом с получением производ-
ного десмикозина  6, в структуре которого все 
гид роксильные группы, кроме 4′-OH, были 
ацетилированы. Производное модифициро-
вали с помощью Boc-4-аминобутановой кис-
лоты по 4′-OH-группе, получая таким обра-

Рис. 1. Структуры и комплексы с рибосомой онкоцина 112 (ONC), тилозина (TYL), десмикозина (DES) и их производ-
ного VDKPPY-DES. а – Аминокислотная последовательность антимикробного пептида ONC. Оранжевым выделена 
последовательность, предложенная для модификации DES. б – Структура антибиотиков TYL и DES. в – Схематичное 
отображение сайтов связывания TYL (зелёный) и ONC (оранжевый) с 50S-субъединицей рибосомы T. thermophilus. 
г – Наложение структуры комплекса TYL (зёленый) с рибосомой H. marismortui (PDB ID: 1K9M) и структуры комплек-
са ONC (оранжевый) с рибосомой T. thermophilus (PDB ID: 4Z8C). Показано расстояние между атомом азота амидной 
группы Tyr6 онкоцина и 4′-кислородом микаминозы. д – Модель конъюгата десмикозина (зелёный) с фрагментом он-
коцина1–6 (Val1Asp2Lys3Pro4Pro5Tyr6, оранжевый), соединённые через остаток 4-аминобутановой кислоты (розовый), в 
комплексе с рибосомой T. thermophilus (PDB ID: 4Z8C)
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зом соединение  7, после чего деблокировали 
аминогруппу. К  полученному производному 
десмикозина  (8) присоединяли  N-концевые 
пептидные фрагменты онкоцина  (1a–3a), за-
щищённые флуоренилметилоксикарбонильной 
группой (Fmoc-группой) по α-аминофункции, 
Boc-группой  – по ε-аминогруппе лизина и 
tBu-группами – по боковым функциональным 
группам аспарагиновой кислоты и тирозина. 
Пептиды  1a–3a  были предварительно синте-
зированы методом твёрдофазного синтеза на 
2-хлортритильном полимере; для отщепления 

пептидов от носителя с сохранением защитных 
групп применяли HFIP (рис. S1 в Приложении). 
Конденсацию пептидов 1a–3a с аминогруппой 
производного десмикозина  8  осуществляли с 
помощью  HBTU. Удаление защитных групп 
пептидных фрагментов соединений 9a–9c при-
водило к получению конъюгатов 3,2′,4′′-триа-
цетилдесмикозина с фрагментами онкоцина 
Lys3–Tyr6 (1), Asp2–Tyr6 (2) и Val1–Tyr6 (3).

Очистка промежуточных и целевых соеди-
нений проводилась с помощью метода колоноч-
ной хроматографии на силикагеле. Соединения 

Рис. 2. Схема синтеза конъюгатов десмикозина с фрагментами пептида онкоцина. а – 1) Ac2O, Py (5), 2) 0,2 M HCl (6); 
б – Boc-GABA, DMAP, DCC (7); в – 1: 1) 50% TFA/CH2Cl2, 0 °C (8), 2) Fmoc-Lys(Boc)ProProTyr(tBu)-OH (1а), HBTU, 
DIPEA (9a), 3) 20% Pip/DMF, 4) 50% TFA/CH2Cl2, 0 °C (1); 2: 1) 50% TFA/CH2Cl2, 0 °C (8), 2) Fmoc-Asp(tBu)Lys(Boc)
ProProTyr(tBu)-OH (2а), HBTU, DIPEA (9b), 3) 20% Pip/DMF, 4) 50% TFA/CH2Cl2, 0 °C (2); 3: 1) 50% TFA/CH2Cl2, 
0 °C (8), 2) Boc-ValAsp(tBu)Lys(Boc)ProProTyr(tBu)-OH (3а), HBTU, DIPEA (9c), 3) 50% TFA/CH2Cl2, 0 °C (3)

5
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были охарактеризованы методами хроматогра-
фии и масс-спектрометрии. Положение замес-
тителя по 4′-гидроксильной группе  DES было 
доказано для промежуточного  соединения  7  с 
помощью методов двумерного  ЯМР: COSY, 
TOCSY, ROESY, 13C-HMBC, 13C-HSQC (рис. S2 
в Приложении). Так, на спектре 13C-HMBC на-
блюдается кросс-пик, соответствующий взаи-
модействию атома H4′  микаминозы с углеро-
дом С4′a  карбонильной группы Boc-GABA. 
Эти  атомы, в свою очередь, однозначно иден-
тифицируются по наличию характеристичных 
корреляций в спектрах 13C-HMBC и ROESY.

Изучение связывания производных десмико-
зина с рибосомами E. coli. Способность соедине-
ний связываться с бактериальными рибосомами 
была оценена методом конкурентного связы-
вания в присутствии флуоресцентного аналога 
эритромицина – BODIPY-ERY, как было опи-
сано ранее [49, 50]. С помощью данного метода 
удалось определить эффективные константы 
диссоциации  (KD) комплексов полученных со-
единений с рибосомами E. coli (рис. 3, а). Ока-
залось, что ацетилирование десмикозина хотя 
и снижает эффективность связывания с  РТ, 
однако этот эффект выражен слабо  – значе-
ние  KD  для триацетилдесмикозина, соедине-
ние 6 (3,9 ± 0,6 нМ) мало отличается от такового 
для исходного антибиотика DES (2,7 ± 0,6 нМ). 
В  то же время аффинность к рибосоме про-
изводных десмикозина, содержащих фраг-
менты онкоцина, существенно снизи-
лась. Несмотря на то что значения  KD  для 
соединений  1  (80  ±  20  нМ),  2  (170  ±  30  нМ) 
и 3  (310 ± 60 нМ) лежат в наномолярном диа-

пазоне, что характерно как для класса макро-
лидов  [49], так и для взаимодействующих с 
рибосомой пролин-богатых антимикробных 
пептидов  (ПбАМП), в том числе ONC  (6–
93 нМ) [81–84], они всё же на несколько поряд-
ков превышают значение KD для DES. При этом 
наблюдается уменьшение степени сродства 
полученных конъюгатов к  РТ с ростом длины 
пептидного фрагмента. Тем не менее аффин-
ность производных десмикозина, содержащих 
фрагменты онкоцина, к бактериальной рибо-
соме превышает таковую для многих антибио-
тиков, связывающихся в ПТЦ и РТ [85], в том 
числе некоторых ПбАМП [81–84], эффективно 
подавляющих рост бактерий, и значительно 
превосходит аффинность фрагмента ONC1–

9 (KD = 2,8 ± 4,3 мкМ) [84].
In vitro  трансляция.  Поскольку известно, 

что для многих макролидов ингибирование 
пептидил-трансферазной реакции происхо-
дит в процессе трансляции с участием синте-
зирующейся полипептидной цепи  [86–88] и 
может не коррелировать с их аффинностью к 
«пустой» рибосоме  [9,  10], следующим этапом 
была оценка эффективности ингибирования 
полученными соединениями 1–3 трансляции 
in  vitro. Измерение ингибирующей активности 
проводили в бесклеточной системе трансля-
ции мРНК люциферазы светлячка (Fluc). Все 
конъюгаты десмикозина с фрагментами онко-
цина ингибируют синтез белка (рис. 3, б). Зна-
чительный уровень подавления трансляции, 
близкий к исходному антибиотику  DES, про-
демонстрировало соединение  1. Несмотря на 
то что среди полученных конъюгатов это сое-

Рис. 3. Аффинность к рибосоме и ингибирующая активность конъюгатов десмикозина с фрагментами онкоци-
на 1–3. а – Конкурентное связывание BODIPY-ERY и соединений 1–3 с 70S-рибосомами E. coli. Для каждой точ-
ки приведено среднее значение со стандартным отклонением. Эффективные константы диссоциации (KD) ком-
плексов исследуемых соединений с рибосомами представлены как средние значения с доверительным интервалом 
(α = 0,05). б – Способность конъюгатов десмикозина с фрагментами онкоцина ингибировать бактериальную трансля-
цию in vitro. Приведены средние значения со стандартным отклонением
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динение также имело наибольшую аффинность 
к РТ (рис. 3, а), корреляции между ингибирую-
щей активностью и сродством к рибосоме для 
всего ряда производных не наблюдается.

Антибактериальная активность.  Способ-
ность синтезированных конъюгатов  1–3  к по-
давлению роста бактерий была проверена на 
ряде штаммов E. coli, в том числе резистентных 
к макролидам (рис. 4 и рис. S3 в Приложении).

Штамм E.  coli JW5503  ΔtolC  pDualrep2 со-
держит двойную репортёрную систему с плаз-
мидой pDualrep2. Действие соединений, вызы-
вающих остановку рибосомы, приводит в такой 
системе к экспрессии красного флуоресцент-
ного белка  Katushka2S, что позволяет быстро 
и точно определить механизм действия веще-
ства  [54]. Результаты эксперимента  (рис.  4,  а) 
показали, что соединения в разной степени 
проявляют антимикробную активность, причём 
их действие на бактерии связано с подавлением 
бактериальной трансляции, о чём свидетель-
ствует появление красного окрашивания вокруг 
зон ингибирования штамма JW5503  pDualrep2, 
содержащего репортёрную систему. Актив-
ность триацетилированного производного  6  в 
отношении этого штамма близка к исходному 
антибиотику  DES, а антибактериальное дей-
ствие конъюгатов 1–3 несколько снижено.

Устойчивость штамма E.  coli JW5503  ΔtolC 
pKH80 к макролидам возникает за счёт транс-
ляции метилтрансферазы ErmC, которая мети-
лирует А2058 23S  рРНК бактерий, что приво-
дит к понижению эффективности связывания 
макролидов и рибосомы  [89]. Тестирование 
конъюгатов  1–3  на этом резистентном штам-
ме  (рис.  4,  а  и  б) показало, что все соедине-
ния ингибируют его рост. Несмотря на то что 
по действию на немодифицированный штамм 
производное 1  уступает DES и ERY, на резис-
тентном штамме, содержащем метилтрансфе-
разу  ErmC, оно проявляет активность, в от-
личие от полностью неактивного  ERY, и эта 
активность оказывается более значительной, 
чем в случае DES (рис. 4, б). Несколько мень-
шая активность отмечена для гексапептидного 
производного 3. Следует отметить, что триаце-
тилированный аналог десмикозина  6  проявил 
слабое антибактериальное действие в отноше-
нии ErmC-устойчивого штамма (рис. 4, б).

Устойчивость штаммов E.  coli SQ171  ΔtolC 
A2058G и E.  coli SQ171  ΔtolC  A2059G к макро-
лидам обеспечена за счёт соответствующих 
замен нуклеотидов в консервативном участке 
23S рРНК. A2058 и A2059 являются ключевыми 
нуклеотидами во взаимодействии макролидов 
с рибосомой, замена которых на  G приводит 
к значительному снижению аффинности ан-

тибиотиков к рибосоме и потере ими анти-
бактериальной активности  [90,  91]. Мутация 
A2058G – одна из наиболее частых в клиниче-
ски выделенных резистентных к макролидам 
штаммах. ERY  практически не проявляет ан-
тибактериального действия по отношению к 
данным штаммам, в то время как активность 
DES и его ацетилированного аналога 6  значи-
тельно снижена, особенно в случае мутации 
A2059G (рис. 4, а и табл. S1 в Приложении). В то 
же время производное  1  оказалось активным 
как в отношении штамма с заменой  A2058G, 
так и в случае мутации A2059G (рис. 4, а). Этот 
факт может свидетельствовать об ином, уни-
кальном по сравнению с исходным антибио-
тиком, паттерне взаимодействий полученной 
молекулы с элементами РТ.

Молекулярная динамика.  Методами моле-
кулярной динамики были исследованы ком-
плексы конъюгатов десмикозина с N-концевы-
ми пептидными фрагментами онкоцина (1 и 3) 
с рибосомами E. coli дикого типа, а также содер-
жащими мутацию A2059G в сравнении с ана-
логичными комплексами DES и ONC  (табли-
ца и  рис.  5). Производные десмикозина были 
ковалентно связаны с экзоциклической ами-
ногруппой основания A2062 через карбинола-
минную группу (рис. S4 в Приложении), как это 
было показано для TYL [28]. Количество и про-
тяжённость траекторий приведены в  табл.  S2 
в  Приложении. В  результате было выявлено, 
что DES в комплексе с рибосомой  E.  coli, по-
добно другим 16-членным макролидам  [79], 
удерживается в сайте связывания прочными 
водородными связями между гидроксильными 
группами мицинозы и нуклеотидными остат-
ками  G748 и  A751 и между 2′-гидроксильной 
группой микаминозы и остатком  A2058. При 
введении мутации  A2059G DES  почти полно-
стью теряет водородные связи с мицинозой, 
а встречаемость водородной связи 2′-гидрок-
сильной группы микаминозы с  A2058 умень-
шается более чем вдвое. При этом водородная 
связь, образованная протонированной 3′-ами-
ногруппой, переключается с 4′-гидроксиль-
ной группы остатка  G2505 на  N7 его гетеро-
циклического основания. Причиной служит 
возникающее стерическое противоречие меж-
ду остатком микаминозы и экзоциклической 
аминогруппой  G2059, вследствие которого 
DES поворачивается в сайте связывания, раз-
рывая водородные связи с мицинозой (рис. S5 
в Приложении и таблица).

При введении в структуру конъюгатов аце-
тильных групп по 4′′-гидроксильной группе 
остатка мицинозы, 2′-гидроксильной группе 
остатка микаминозы и 3-гидроксильной груп-

5*
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Рис. 4. Тестирование конъюгатов десмикозина с фрагментами онкоцина на антибиотическую активность. а – Зоны 
ингибирования исследуемыми соединениями роста различных штаммов бактерий E. coli. JW5503 pDualrep2 – штамм 
E. coli JW5503 ΔtolC, модифицированный репортёрной системой pDualrep2, красное свечение вокруг зон ингибирования 
свидетельствует об аресте трансляции; JW5503 ErmC – штамм E. coli JW5503 ΔtolC, трансформированный pKH80 (резис-
тентный к эритромицину за счёт экспрессии метилтрансферазы ErmC); SQ171 – штамм E. coli SQ171 ΔtolC, трансформи-
рованный плазмидой pAM552; SQ171 A2058G – штамм E. coli SQ171 ΔtolC, трансформированный плазмидой pAM552 с 
заменой A2058G в 23S рРНК; SQ171 A2059G – штамм E. coli SQ171 ΔtolC, трансформированный плазмидой pAM552 с 
заменой A2059G в 23S рРНК. DES, а также соединения 1–3 и 6 наносили в количестве 10 нмоль, ERY – в количестве 
6,8 нмоль. Полная версия отсканированных чашек представлена на рис. S3 в Приложении. б – Значения МИК, полу-
ченные для штаммов JW5503 (E. coli JW5503 ΔtolC KanR) и JW5503 ErmC (E. coli JW5503 ΔtolC pKH80, резистентный к 
эритромицину за счёт экспрессии метилтрансферазы ErmC)

пе тилонолида в комплексах конъюгатов 1 и 3 с 
рибосомой E. coli возникают стерические про-
тиворечия между ацетильными группами и 
остатками 23S  рРНК при связывании десми-
козиновой части конъюгатов в  MBS, соответ-
ствующем рентгеноструктурным данным  [28]. 
Поэтому мы методами молекулярно-динами-
ческого моделирования нашли такие конфор-
мации конъюгатов (1 и 3), которые обеспечи-
вали бы их стабильное взаимодействие с MBS 
при условии возможности образования кова-

лентной связи с основанием  A2062, наблюда-
емой для TYL [28] (рис. 5, а–г).

Для конъюгатов  1  и  3, ацетилированных 
по 3-, 2′- и 4′′-гидроксильным группам, не со-
храняются водородные связи  DES, в образо-
вании которых участвовали соответствующие 
гидроксильные группы (таблица и табл. S3–S5 
в Приложении). Кроме того, как указывалось 
выше, введённые ацетильные группы созда-
ют стерические противоречия, приводящие 
к изменению положения десмикозинового 
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Встречаемость водородных связей, образованных DES, ONC и их фрагментами в составе конъюгатов десмикози-
на с N-концевыми пептидами онкоцина в комплексах с рибосомами E. coli дикого типа (WT) и содержащей мута-
цию A2059G

Донор Акцептор
DES
WT

DES
A2059G

ONC
WT

ONC
A2059G

1
WT

1
A2059G

3
WT

3
A2059G

Фрагмент десмикозина

Мициноза/O4′′–H A751/O2′ 74 2 – – – – – –

Мициноза/O4′′–H G748/O6 88 – – – – – – –

Микаминоза/N3′–H G2505/N7 – 60 – – – – – –

Микаминоза/N3′–H G2505/O4′ 73 2 – – – 1 – 3

Микаминоза/O2′–H A2058/N1 94 35 – – – – – –

A752/N6–H Мициноза/O9′′ – – – – – 18 – 35

G748/N1–H Мициноза/O3′′ 96 4 – – 1 4 – –

G748/N1–H Мициноза/O4′′ – – – – 52 7 23 9

Фрагмент онкоцина

Val1/N–H C2507/O2′ – – – 2 – – 82 53

Lys3/Nε–H C2452/O2′ – – – 28 3 3 20 10

Lys3/Nε–H C2507/Oфосфат – – – – 95 96 89 89

Lys3/Nε–H C2573/Oфосфат – – – – 85 95 98 97

Tyr6/N–H U2506/O2′ – – 82 – – – – –

Arg9/Nδ–H C2610/Oфосфат – – 9 28 – – – –

Arg9/Nω–H C2610/O1
фосфат – – 7 32 – – – –

Arg9/Nω–H C2610/O2
фосфат – – 14 50 – – – –

Примечание. Таблица составлена по данным молекулярно-динамических расчётов. Встречаемость состояний дана в % 
от кадров траекторий. Нумерация атомов представлена в соответствии с рис. S4 в Приложении.

фрагмента конъюгата в комплексе с рибосо-
мой по сравнению с исходным десмикозином. 
Тем не менее в смоделированных структу-
рах комплексов конъюгатов  1  и  3  с рибосо-
мой (рис. 5, в) имеется водородная связь меж-
ду N1–H основания  G748 и сложноэфирным 
кислородом 4′′-ацетокси-группы остатка ми-
цинозы, эта связь более стабильна в комплек-
сах, образованных конъюгатом  1  (таблица). 
Разрушение водородных связей, типичных 
для 16-членных макролидов, и одновремен-
ная стабилизация взаимодействий онкоцино-
вой части конъюгатов с 23S рРНК приводят к 
смещению десмикозиновой части конъюга-
тов в сторону  ПТЦ  (рис.  5,  а). В  этой новой 
конформации соединений 1 и 3 их пептидные 
фрагменты образуют довольно стабильные во-
дородные связи, но не характерные для исход-

ного пептида ONC (таблица и рис. S6 в При-
ложении).

Введение мутации A2059G приводит к 
некоторому ослаблению водородных связей 
онкоциновой части конъюгатов  1  и  3  и суще-
ственному ослаблению водородных связей аце-
тилированной мицинозы с основанием  G748 
(табл. S1 и S6 в Приложении и рис. 5, б и г). При 
этом конформация конъюгатов 1 и 3 меняется 
относительно дикого типа слабо, поскольку их 
связывание в целом зависит в первую очередь 
от связывания фрагментов онкоцина и во вто-
рую очередь – от связывания ацетилированного 
остатка мицинозы. Ацетилированный остаток 
микаминозы обеспечивает лишь неспецифи-
ческое кулоновское притягивание к 23S рРНК, 
которое оказывается нечувствительным к виду 
пуринового основания нуклеотида 2059.
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Проведённый анализ значений RMSF 
для  DES, ONC, а также конъюгатов  1  и  3  по-
казал, что замена остатка  A2059 на  G в  MBS 
рибосомы приводит к росту значений RMSF 
для всех исследуемых соединений (рис. 6). Наи-
более выраженный эффект наблюдается для 
DES – подвижность его атомов увеличивается 
в 2  раза при связывании с мутантной рибосо-
мой, что согласуется с его низкой антибакте-
риальной активностью на соответствующем 
резистентном штамме  (рис.  4,  а). Введение в 
структуру DES фрагментов онкоцина ожидаемо 
приводит к росту  RMSF за счёт большей под-
вижности пептидной части молекулы. Влияние 
мутации A2059G на флуктуации атомов ONC, а 
также соединений 1 и 3 заметно слабее. По-ви-
димому, компенсация потерянных водородных 
связей тилонолида за счёт остатков онкоцина 
приводит к стабилизации конформации анти-
биотиков в мутированном MBS, что проявляет-
ся в сохранении антибактериальной активности 

конъюгатов 1 и 3 при переходе к резистентному 
штамму (рис. 4, а).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В работе осуществлён дизайн и синтез серии 
конъюгатов N-концевых фрагментов онкоцина 
(Val1–Tyr6, Asp2–Tyr6, Lys4–Tyr6) и 3,2′,4′′-три-
ацетилдесмикозина, в которых пептидные фраг-
менты присоединены по 4′-положению мици-
нозы через линкер на основе 4-аминобутановой 
кислоты (1–3). Конъюгаты представляли инте-
рес как потенциальные антимикробные аген-
ты, а также как лиганды, взаимодействующие 
с функционально важными центрами бактери-
альной рибосомы  – MBS, с которым связыва-
ется десмикозин, и ПТЦ, с которым взаимодей-
ствуют N-концевые фрагменты онкоцина.

В синтезированных аналогах десмикозина 
по 3, 2′ и 4′′-гидроксилам макролида содержат-

Рис. 5. Структуры соединений 1, 3 и DES в комплексе с рибосомами E. coli дикого типа (WT) и содержащей мута-
цию A2059G, полученные методом молекулярной динамики. Изображены только десмикозиновые части молекул. 
Альдегидная группа в положении 20 тилонолида показана в форме карбиноламина, образованного с участием экзо-
циклической аминогруппы основания A2062 (само основание А2062 на рисунке не показано). а – Наложение струк-
туры DES (зелёный) и соединения 1 (фиолетовый) в комплексе с рибосомой дикого типа. б – Наложение структуры 
DES (зелёный) и соединения 1 (фиолетовый) в комплексе с рибосомой, содержащей мутацию A2059G. в – Наложение 
структуры соединения 1 (фиолетовый) и 3 (голубой) в комплексе с рибосомой дикого типа. г – Наложение структуры 
соединения 1 (фиолетовый) и 3 (голубой) в комплексе с рибосомой, содержащей мутацию A2059G
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Рис. 6. Среднеквадратичные флуктуации атомов (RMSF) для структур конъюгатов десмикозина с N-концевыми фраг-
ментами онкоцина 1 и 3 в сравнении с DES и ONC в рибосоме E. coli дикого типа (WT, фиолетовый цвет) и E. coli, со-
держащей мутацию A2059G (оранжевый цвет) по данным молекулярной динамики

ся ацетильные группы  (рис.  2), которые были 
введены по следующим соображениям. Ацети-
лирование антибиотиков обычно упоминается 
в литературе в контексте возникновения устой-
чивости у бактерий по отношению к ним  [92, 
93], однако в случае макролидов существуют 
природные антибиотики, ацетилированные 
или ацилированные по гидроксильным груп-
пам лактона и углеводных остатков (напри-
мер, 14-членный макролид ланкамицин  [94, 
95], 16-членный макролид карбомицин  А  [28, 
96] или триацетилолеандомицин [97, 98]). Вве-
дение ацильных и ацетильных заместителей в 
структуру макролидов улучшает фармакоки-
нетические свойства антибиотиков  [99, 100], а 
в некоторых случаях приводит к активным ан-
тибактериальным соединениям, действующим 
в отношении резистентных штаммов  [27, 101, 
102]. Кроме того, при конструировании конъю-
гатов десмикозина с фрагментами онкоцина мы 
полагали, что введение ацетильных групп по 3, 
2′ и 4′′-гидроксилам десмикозинового фрагмен-
та должно ослабить взаимодействия макролид-
ной части молекул с РТ вследствие нарушения 
водородных связей, образованных с участием 
этих гидроксилов  [28, 98], и привести к боль-
шей подвижности десмикозинового фрагмента 
в комплексе конъюгата с рибосомой. Ослаб-
ление взаимодействий десмикозиновой части 
конъюгата с нуклеотидами  РТ может способ-
ствовать тому, что влияние пептидных фраг-
ментов онкоцина на связывание всей молекулы 
в целом проявится более отчётливо.

Сконструированные и синтезированные 
в данной работе конъюгаты  1–3  оказались 

способными связываться с бактериальными 
рибосомами, однако степень их аффинно-
сти снижена по сравнению с исходным анти-
биотиком десмикозином и 3,2′,4′′-триацетил-
десмикозином  (рис.  3,  а). Тем не менее все 
конъюгаты подавляют бактериальную транс-
ляцию  in  vitro  (рис.  3,  б), причём конъюгат с 
тетрапептидным заместителем  (1) по уровню 
ингибирования подобен  DES. Эти результаты 
согласуются с данными тестирования в двойной 
репортёрной системе, где наибольшим ингиби-
рующим действием среди полученных конъю-
гатов также обладает соединение 1 (рис. 4, а).

Конъюгаты  1  и  3  проявили активность в 
отношении устойчивых к макролидам штам-
мов (рис. 4), один из которых содержит ген ме-
тилазы ErmC, метилирующей А2058 [56], а два 
других содержат замены в 23S  рРНК A2058G 
либо  А2059G  [103, 104]. Поскольку ацетили-
рованное производное десмикозина  (6) не 
проявляет значительной активности на резис-
тентных штаммах (рис.  4 и  табл.  S1 в  Прило-
жении), по-видимому, такое действие конъю-
гатов  1  и  3  определяется наличием пептидных 
фрагментов в структуре этих соединений.

Для выяснения роли различных структур-
ных элементов в молекулах конъюгатов десми-
козина с N-концевыми фрагментами онкоцина 
в их взаимодействии с бактериальными рибосо-
мами были выполнены расчёты молекулярной 
динамики комплексов десмикозина, онкоцина 
и конъюгатов 1 и 3  с рибосомой E. coli дикого 
типа, а также с содержащей мутацию A2059G в 
23S  рРНК, приводящую к устойчивости соот-
ветствующего штамма к макролидам.
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По-видимому, как и для других 16-член-
ных макролидов, для взаимодействия с ри-
босомой  конъюгатов десмикозина с фраг-
ментами онкоцина  (1,  3) большое значение 
имеет возможность расположения тилоно-
лида в комплексе с рибосомой оптимальным 
образом для образования ковалентной связи 
с н.о.  A2062 23S  рРНК. При взаимодействии 
конъюгатов  1  и  3  с рибосомой  E.  coli интен-
сивные взаимодействия онкоциновых фраг-
ментов и наличие ацетильных группировок в 
десмикозиновой части соединений способ-
ствуют смещению тилонолида от оптимально-
го расположения в MBS (рис. 5, а). Возможно 
также, что длина линкера на основе 4-ами-
нобутановой кислоты, соединяющего макро-
лидный и пептидные фрагменты конъю гатов, 
недостаточна, чтобы эти фрагменты могли в 
полной мере, синергически, взаимодейство-
вать со своими участками РТ, не перетягивая 
друг друга. Вероятно, более длинный лин-
кер, например, на основе δ-аминовалериано-
вой или ε-аминокапроновой кислот, мог бы 
обеспечить синергическое действие онкоци-
новой и десмикозиновой частей конъюгата. 
Изменение расположения тилонолида в ком-
плексах конъюгатов  1  и  3  с рибосомой под-
тверждается результатами расчёта среднеква-
дратичных флуктуаций атомов исследуемых 
соединений  (RMSF), значения которых для 
соединений  1 и  3  выше, чем для исходного 
антибиотика DES (рис. 6). Этим может объяс-
няться как уменьшение аффинности конъю-
гатов  1  и  3  к рибосоме, так и некоторое сни-
жение их антибактериальной активности по 
сравнению с DES на рибосомах дикого типа 
(рис. 3, а и рис. 4).

В случае рибосомы E. coli, содержащей му-
тацию  A2059G, происходит увеличение под-
вижности DES и соединений  1  и  3  в  MBS по 
сравнению с рибосомой дикого типа  (рис.  5 
и  6), что свидетельствует о дестабилизации 
взаимодействий десмикозинового фрагмента 
с элементами  РТ. Однако, если для  DES та-
кое изменение значительно и проявляется в 
снижении его антибактериальной активности 
по отношению к резистентному штамму, то 
флуктуация производных  1  и  3  увеличивается 
слабо, по-видимому, вследствие значительно-
го вклада онкоцинового фрагмента во взаимо-
действие с рибосомой. Соединение 1 оказалось 
наиболее устойчивым к мутации в  MBS: не-
смотря на ослабление взаимодействия десми-
козиновой части конъюгата из-за влияния 
мутации, онкоциновый фрагмент «удержива-
ет» десмикозиновую часть от покидания MBS. 
Это согласуется с тем, что данное производное 

проявляет наибольшую активность в отноше-
нии резистентного штамма, содержащего му-
тацию A2059G в 23S РНК (рис. 4, а).

Таким образом, в настоящей работе по-
казано, что модификация десмикозина фраг-
ментами антимикробного пептида онкоцина 
приводит к соединениям, способным связы-
ваться с бактериальными рибосомами подобно 
десмикозину и онкоцину и подавлять транс-
ляцию  in  vitro. Конъюгаты гекса- и тетра-
пептидных N-концевых фрагментов онкоцина 
с 3,2′,4′′-триацетилдесмикозином оказались 
активными в отношении штаммов, резистент-
ных к макролидам. Методом молекулярной 
динамики найдены структурные особенности 
взаимодействий этих производных с бактери-
альными рибосомами, в том числе содержащи-
ми мутацию A2059G в 23S РНК, позволяющие 
объяснить полученные экспериментальные ре-
зультаты.
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CONJUGATES OF DESMYCOSIN WITH FRAGMENTS 
OF ANTIMICROBIAL PEPTIDE ONCOCIN: SYNTHESIS, 

ANTIBACTERIAL ACTIVITY, INTERACTION WITH RIBOSOME
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Design and synthesis of conjugates consisting of the macrolide antibiotic desmycosin and fragments of the 
antibacterial peptide oncocin were perfomed to develop approaches to the creation of new antimicrobial 
compounds. New compounds were shown to bind to the E. coli 70S ribosomes, to inhibit bacterial protein 
synthesis in vitro as well as to suppress bacterial growth. The conjugates of N-terminus hexa- and tripeptide 
fragments of oncocin and 3,2′,4′′-triacetyldesmycosin were found to be active against some strains of macrolide-
resistant bacteria. By simulating the dynamics of the complexes of these compounds with wild-type bacterial 
ribosomes and with ribosomes, containing A2059G 23S RNA mutation, the specifi c structural features of their 
interactions, were revealed.
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