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Возникновение резистентности к большинству препаратов, применяемых при инфекционных за-
болеваниях, требует создания новых соединений, эффективных в отношении лекарственно-устой-
чивых штаммов патогенов. Недавно мы синтезировали несколько групп модифицированных нук-
леозидов, показавших значительную противобактериальную активность in vitro, однако их дальней-
шее изучение затрудняла низкая растворимость в водных средах. В связи с этим мы синтезировали
соединения, хорошо растворимые в водно-органических средах, которые оказались более эффек-
тивными ингибиторами роста грамположительных бактерий и микобактерий. Мы предположили,
что рассмотренные в настоящем сообщении растворимые формы модифицированных нуклеозидов
представляют собой их депо-формы. Для подтверждения этого предположения изучена способ-
ность этих соединений гидролизоваться в различных средах, а также проведен молекулярный до-
кинг соединений в активный центр предполагаемого белка-мишени – флавинзависимой тимиди-
латсинтазы Mycobacterium tuberculosis (ThyX). Результаты компьютерного моделирования показали,
что водорастворимые производные не являются ингибиторами тимидилатсинтазы ThyX, что может
подтвердить наше предположение о действии производных нуклеозидов как депо-форм. Соедине-
ния были устойчивы к химическому гидролизу, но гидролизовались и карбоксилэстеразой печени
свиньи, и в сыворотке крови человека, а также при инкубации со Staphylococcus aureus 209P. Полу-
ченные данные позволяют со значительной долей уверенности утверждать, что изученные соедине-
ния являются депо-формами модифицированных нуклеозидов.
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ВВЕДЕНИЕ

Одно из важнейших достижений медицины
ХХ века – широкое использование противови-
русных и противобактериальных средств, позво-
лило значительно облегчить протекание инфек-
ционных заболеваний и существенно снизить
смертность. Однако в настоящее время большая
часть патогенных бактерий и вирусов выработала
резистентность к используемым в клинике лекар-
ственным препаратам [1], в частности, появились

новые штаммы возбудителя туберкулеза Mycobac-
terium tuberculosis с множественной лекарствен-
ной устойчивостью (MDR) и широкой лекар-
ственной устойчивостью (XDR) [2].

Нуклеотиды и нуклеозиды – это не только ос-
новные структурные единицы ДНК и РНК, они
также принимают участие в различных биохими-
ческих реакциях. В связи с этим даже небольшие
модификации нуклеинового основания или угле-
водного фрагмента нуклеозида могут оказывать
существенное влияние на узнавание и ингибиро-
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вание соответствующих ферментов и/или ре-
цепторов, и, как следствие, на его активность
как антипатогена. На сегодняшний день аналоги
и производные нуклеозидов используются в
качестве противоопухолевых, противовирусных
и, в значительно меньшей степени, противо-
грибковых препаратов [3–8]. В то же время об-
наружена антибактериальная активность нук-
леозидов, что привело к активному развитию
этой области [9–13]. Только в начале XXI века по-
явились сообщения о нескольких группах моди-
фицированных нуклеозидов, обладающих замет-
ным антимикобактериальным действием in vitro
[13–18]. В частности, 5-модифицированные пи-
римидиновые нуклеозиды с протяженными 1-ал-
кинильными, алкилоксиметильными и алкил-
триазолилметильными заместителями обладают
ингибирующей активностью in vitro в отношении
ряда микобактерий (M. tuberculosis, M. avium и
M. bovis) [19–27]. Несмотря на интенсивные ис-
следования, биологические мишени и механизм
действия соединений этой группы пока оконча-
тельно не выявлены. В работах бельгийских уче-
ных показано, что 5'-монофосфаты 5-модифици-
рованных 2'-дезоксиуридинов эффективно инги-
бируют флавин зависимую тимидилатсинтазу
ThyX M. tuberculosis [КФ 2.1.1.148] (уникальный
фермент микобактерий), практически не взаимо-
действуя с основным бактериальным ферментом
ThyA (близким к эукариотическим тимидилат-
синтазам) [28–31]. В связи с этим можно пред-
положить, что одной из возможных мишеней
5-модифицированных 2'-дезоксиуридинов мо-
жет быть этот фермент [28–31]. С другой сторо-
ны, нами показано, что неспособные к фосфори-
лированию 5'-иодо-, азидо- и аминопроизводные
5-додецилоксиметил-2'-дезоксиуридина [24] и
5-замещенные карбоциклические 2',3'-дидезок-
си-2',3'-дидегидро-5'-норуридины с протяженны-
ми 1-алкинильными [25], алкилоксиметильными и
алкилтриазолилметильными [26, 27] заместителями
обладают значительной ингибирующей активно-
стью in vitro в отношении M. tuberculosis, связан-
ной с разрушением клеточной стенки микобакте-
рии [26, 27]. Таким образом, можно предположить
несколько механизмов действия модифицирован-
ных уридинов в отношении M. tuberculosis.

Серьезную проблему при изучении биологиче-
ских свойств модифицированных нуклеозидов,
проявляющих противобактериальную и/или про-
тивовирусную активность, представляет их низкая
растворимость в воде. Для решения этой задачи
необходимо ввести в состав молекулы гидрофиль-
ные группировки, синтезируя так называемые де-
по-формы (“пролекарства”), с помощью которых
можно модулировать фармакокинетику, фармако-
динамику и токсичность препарата. Термин депо-
форма означает биологически инертное или слабо
активное соединение, содержащее исходное лекар-

ственное средство, которое подвергается транс-
формации in vivo вследствие химического или
ферментативного расщепления. Такой подход, с
одной стороны, позволяет эффективно достав-
лять молекулу в клетки, а с другой, улучшать фар-
макокинетические характеристики препарата за
счет более медленного высвобождения активного
компонента [32–39].

Недавно мы синтезировали ряд водораствори-
мых форм 5-модифицированных пиримидино-
вых 2'-дезоксинуклеозидов. Они оказались как
минимум на два порядка лучше растворимыми по
сравнению с исходными формами. Полученные
соединения были активны против ряда грамполо-
жительных бактерий (MIC 20–95 мкг/мл), вклю-
чая лекарственно-устойчивые штаммы Staphylo-
coccus aureus и M. smegmatis, обладали низкой ци-
тотоксичностью в отношении клеточных линий
человека (CD50  100 мкг/мл) [40, 41].

Настоящая работа посвящена изучению хими-
ческой и ферментативной стабильности синтези-
рованных соединений с целью определения воз-
можного механизма их действия для подтвержде-
ния нашей гипотезы о том, что они являются
депо-формами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследуемые соединения синтезированы со-

гласно разработанным нами ранее методам [31,
40, 41].

Идентификацию продуктов гидролиза проводи-
ли методом хромато-масс-спектрометрии. Масс-
спектры высокого разрешения регистрировали на
приборе Bruker Daltonics micrOTOF-Q II методом
электрораспылительной ионизации (ESI). Измере-
ния выполнены на положительных ионах в соот-
ветствии с применяемыми ранее условиями [42].

Количественный анализ смеси продуктов гид-
ролиза проводили методом тонкослойной хрома-
тографии (ТСХ) на пластинках Kieselgel 60 F254
(“Merck”, Германия) в системах хлороформ– эта-
нол 9 : 1 (система A), диоксан–аммиак (25% водн.)
4 : 1 (система Б) или диоксан–аммиак (25% водн.)–
вода 6 : 1 : 4 (система В). Анализ ТСХ проводили
на приборе ChemiDoc Imaging System (“Bio-Rad”,
США). Результаты обрабатывали с помощью
программы Image Lab Software 6.1 (“Bio-Rad”).
Средние значения и стандартные отклонения,
приведенные на диаграммах, получали исходя из
трех независимых экспериментов. Эксперимен-
тальные данные, полученные в программе Image
Lab, анализировали с применением программ-
ного обеспечения Excel.

Растворимость соединений определяли путем
перемешивания на магнитной мешалке 20 мг со-
единения в 3 мл воды в течение 24 ч. Осадок отде-
ляли центрифугированием (10 мин, 14000 об./мин).
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Концентрацию вещества определяли, измеряя
УФ-поглощение полученного раствора.

Химический гидролиз соединений и гидролиз
соединений в сыворотке крови человека проводи-
ли в соответствии с разработанными ранее услови-
ями [43].

Ферментативный гидролиз соединений прово-
дили карбоксилэстеразой из свиной печени [КФ
3.1.1.1] (“Sigma-Aldrich”, лиофилизат, ≥15 ед./мг).

Химический гидролиз соединений. К 100 мкл
раствора нуклеозида (40 мМ) в ДМСО добавляли
1.9 мл растворов, содержащих 0.2 М глицин + 0.2 М
HCl-буфер (рН 2.2), или 0.1 М калий-фосфатный
буфер (рН 7.5), или 0.2 М глицин + 0.2 М NaOH-
буфер (рН 9.0), и инкубировали в течение 24 ч при
37°С. Аликвоты (0, 0.5, 2, 4, 8, 12, 16, 24 ч) анали-
зировали с помощью ТСХ (в системе A).

Гидролиз соединений в сыворотке крови челове-
ка. В сыворотку крови человека (100%, 196 мкл)
добавляли 4 мкл раствора изучаемых соединений
(20 мМ) в ДМСО. Смесь инкубировали в течение
24 ч при 37°С. Аликвоты (15 мкл) отбирали через
определенные промежутки времени, добавляли
этанол (60 мкл), смесь выдерживали в течение
20 мин при –20°C и центрифугировали (10 мин,
14000 об./мин). Отбирали супернатант и выпари-
вали его до получения сухого остатка. Получен-
ные остатки растворяли в этаноле (10 мкл) и ана-
лизировали методами хромато-масс-спектромет-
рии и ТСХ в системах A для производных
нуклеозидов, Б и В для производных нуклеотидов.

Ферментативный гидролиз соединений. Карбок-
силэстеразу (5 ед.) растворяли в 28 мкл буферной
смеси №1 (25 мМ Трис-HCl, 50 мМ KCl, рН 8.0).
Затем к полученному раствору добавляли 5 мкл
раствора изучаемых соединений (20 мМ) в этано-
ле, 40 мкл буферной смеси № 2 (50 мМ Трис-HCl,
6 мМ CaCl2, 350 мМ NaCl, рН 7.6) и 127 мкл H2O.
Полученную реакционную смесь инкубировали
при 37°С в течение 3 ч. Аликвоты (15 мкл) отбира-
ли через определенные промежутки времени, до-
бавляли этанол (60 мкл), смесь выдерживали в те-
чение 20 мин при –20°C и центрифугировали
(10 мин, 14000 об./мин). Отбирали супернатант и
выпаривали его до получения сухого остатка. По-
лученные остатки растворяли в этаноле (10 мкл) и
анализировали методами хромато-масс-спектро-
метрии или ТСХ в системе А.

Гидролиз соединений 1c и 5c при инкубировании
с Staphylococcus aureus FDA 209P. Соединения 1c и
5c (3.3 мг) растворяли в смеси MeOH : H2O 1 : 1
(5 мл) и 180 мкл смеси добавляли к 2820 мкл моди-
фицированной питательной среды № 2 Гаузе, ин-
фицированной S. aureus FDA 209P (106 клеток/мл).
Пробы инкубировали при 37°С, отбирая аликво-
ты (300 мкл) в 0, 1, 2, 4 и 8 ч, после чего выдержи-
вали во льду в течение 5 мин и отделяли суперна-
тант центрифугированием (13000 об./мин, 5 мин,

Eppendorf). К отобранному супернатанту (300 мкл)
добавляли 1 мл этанола и выдерживали в течение
20 мин при –20°С. Далее полученную суспензию
центрифугировали в тех же условиях, отбирали
супернатанты и выпаривали их до получения сухо-
го остатка, который растворяли в этаноле (20 мкл)
и анализировали с помощью хромато-масс-спек-
трометрии или ТСХ. К осадкам, содержащим бак-
териальные клетки, добавляли по 100 мкл водного
раствора лизоцима с концентрацией 10 мкг/мкл,
встряхивали на вортексе в течение 1 мин и поме-
щали в термостат с температурой 37°С на 30 мин.
Полное разрушение клеток стафилококка было
подтверждено после завершения инкубирования
путем микроскопирования. В пробирки вносили
по 800 мкл этанола, выдерживали в течение 20 мин
при –20°С, отделяли супернатант центрифугиро-
ванием в описанном режиме и анализировали по
приведенной выше методике.

Компьютерное моделирование связывания 5'-O-
и 3'-O-(триэтиленгликоль)карбонил-5-додецилок-
симетил-2'-дезоксиуридина (5с и 1с) и dUMP с бел-
ком (ThyX). Связывание 5c и 1c с белком ThyX
изучали на его структуре, полученной с разреше-
нием 2.01 Å (идентификатор PDB – 2AF6 [44]). В
качестве исходной брали геометрию комплекса
ThyX с 5'-монофосфатом 5-додецилоксиметил-
2'-дезоксиуридина, полученную в [31]. На основе
этой же работы применили процедуру пошагово-
го наращивания звеньев фрагмента каждого со-
единения – 5c или 1c. В результате получили
структуры комплексов 5c и 1c с активным цен-
тром ThyX и определили их энергии. Далее опре-
делили структуры и энергии этих комплексов,
когда 5c и 1c удалены более чем на 15 Å от ThyX.
Разность этих энергий и энергий 5c и 1c в актив-
ном центре ThyX интерпретировали как искомые
энергии связывания.

Использование системы параметров MMFF94x
[45] и критериев окончания расчетов в программе
Molecular Operating Environment (MOE) версии
2009.10 [46] подробно описаны в [31].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Отнесение противобактериальных модифици-
рованных нуклеозидов к депо-формам требует,
прежде всего, изучения их химической и фермен-
тативной стабильности. С этой целью мы выбра-
ли ряд модифицированных 2'-дезоксинуклеози-
дов, содержащих различные заместители как в
пиримидиновом основании, так и в углеводном
фрагменте молекулы (рис. 1).

Были исследованы 3'-O- и 5'-O-карбонилтри-
и тетраэтиленгликолевые производные 5-алки-
локсиметил-2'-дезоксиуридина (3': 1a–c, 2c и 5':
5a–c, 6с), 3'-O- и 5'-O-карбонилтри- и тетраэти-
ленгликолевые производные 5-(4-алкилтриазол-
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Рис. 1. Исследованные соединения.
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1-ил)метил-2'-дезоксиуридина (3': 3a–c и 4а и 5':
7a, c, 8a), 3'-O-карбонилтриэтиленгликолевые
производные N4-алкил-2'-дезокси-5-метилцити-
дина (9а, с), 3'-O-(триэтиленгликоль)карбонил-4-
тио-5-ундецилоксиметил-2'-дезоксиуридин (10b),
3'-(триэтиленгликоль)карбониламино-5-доде-
цилоксиметил-2',3'-дидезоксиуридин (11с), 3'-
O-(6-гидроксигексилоксикарбонил)-5-ундецилок-
симетил-2'-дезоксиуридин (12b), 3'-O-(6-ами-
ногексилоксикарбонил)-5-ундецилоксиметил-
2'-дезоксиуридин (13b) и также 5'-монофосфаты
5-алкилоксиметил-2'-дезоксиуридина (14a–c) и
5-(4-алкилтриазол-1-ил)метил-2'-дезоксиури-
дина (15a, c).

При изучении стабильности гликолевых про-
изводных модифицированных нуклеозидов в ка-
честве контролей использовали 3',5'-диацетат
тимидина и 5'-монофосфат тимидина, а при ис-
следовании стабильности 5'-монофосфатов мо-
дифицированных нуклеозидов применяли 5'-

монофосфаты тимидина и 5-азидометил-2'-дез-
оксиуридина (16).

Как сказано во введении, растворимость депо-
форм изученных модифицированных пиримиди-
новых 2'-дезоксинуклеозидов (рис. 2) в воде была
лучше, чем у исходных соединений.

В табл. 1 в качестве примера приведены рас-
творимости в воде исходных 5-модифицирован-
ных производных 2'-дезоксиуридина и их 5'-три-
этиленгликолевых производных.

Химическая и ферментативная стабильность
Стабильность соединений в буферных раство-

рах и в сыворотке крови человека оценивали, ис-
пользуя метод [43]. Все изученные производные
нуклеозидов были устойчивы в буферных раство-
рах при двух значениях рН: 2.2 и 7.5 – и незначи-
тельно гидролизовались при рН 9.0. Это указыва-
ет на химическую стабильность исследованных

Рис. 2. Исходные 5-модифицированные производные 2'-дезоксиуридина.
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Таблица 1. Значения растворимости в воде некоторых гликолевых производных 5-модифицированных 2'-дезок-
сиуридинов

* TEG – триэтиленгликоль.
** TetEG – тетраэтиленгликоль.

*** Tri – 1,2,3-триазолил-.

№
Заместитель

при нуклеиновом 
основании

Заместитель
при углеводном 

фрагменте

Раствори-
мость, 
мг/мл

№
Заместитель

при нуклеиновом 
основании

Заместитель
при углеводном 

фрагменте

Раствори-
мость, 
мг/мл

17a 5-CH2–OC10H21 – 0.028 18a 5-CH2–TriC10H21 – 0.01
17b 5-CH2–OC11H23 – 0.017 18c 5-CH2–TriC12H25 – 0.005
17c 5-CH2–OC12H25 – 0.009 3a 5-CH2–TriC10H21*** 3'-O–C(O)TEG 1.25

1a 5-CH2–OC10H21 3'-O–C(O)TEG* 4.46 3c 5-CH2–TriC12H25 3'-O–C(O)TEG 0.78
1b 5-CH2–OC11H23 3'-O–C(O)TEG 3.61 7a 5-CH2–TriC10H21 5'-O–C(O)TEG 2.82
1c 5-CH2–OC12H25 3'-O–C(O)TEG 1.3 7c 5-CH2–TriC12H25 5'-O–C(O)TEG 1.18
5a 5-CH2–OC10H21 5'-O–C(O)TEG 5.5 4а 5-CH2–TriC10H21 3'-O–C(O)TetEG 2.14
5b 5-CH2–OC11H23 5'-O–C(O)TEG 2.26 8a 5-CH2–TriC10H21 5'-O–C(O)TetEG 4.36
5c 5-CH2–OC12H25 5'-O–C(O)TEG 0.85
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соединений, и их гидролиз в сыворотке крови
был практически полностью ферментативным.

Оптимальное время полугидролиза депо-форм
составляет 5–12 ч, согласно [47]. Практически все
полученные гликолевые производные, за исклю-
чением 3'-O-карбонилтриэтиленгликолевых про-
изводных N4-алкил-2'-дезокси-5-метилцитидина
(9а, с) и 3'-O-(триэтиленгликоль)карбонилами-
но-5-додецилоксиметил-2',3'-дидезоксиуридина
(11с), имели оптимальное время полугидролиза
2–12 ч (табл. 2) и расщеплялись только до исход-
ных 5-модифицированных нуклеозидов. Нали-
чие более протяженного алкильного или гликоле-
вого заместителя обычно увеличивало время гид-
ролиза.

На рис. 3 в качестве примера представлена диа-
грамма гидролиза 3'-O-(триэтиленгликоль)карбо-
нил-5-додецилоксиметил-2'-дезоксиуридина 1с в
сыворотке крови человека, из которой следует, что
время полугидролиза (t1/2) 1с с образованием
“родительского” 5-додецилоксиметил-2'-дезок-
сиуридина 17c (Схема 1) составляет 4 ± 0.5 ч.

Время полугидролиза соединений 1с и 5с
карбоксилэстеразой составило 60 ± 10 мин (рис. 4).

Гидролиз соединений 1с и 5с при инкубации
с S. aureus 209P

Изучение продуктов метаболизма 1с и 5с пока-
зало, что родительский нуклеозид 5-додецилок-
симетил-2'-дезоксиуридин 17с образуется при
инкубации соединений 1с и 5с (в концентрациях,
соответствующих ½ МПК) в инкубационной сре-
де, содержащей S. aureus FDA 209P. Обнаружено,
что после инкубации в течение 8 ч конверсия 1с и
5с в родительский нуклеозид 17с составляет око-
ло 30% как внутри бактерий, так и в инкубацион-
ной среде.

Компьютерное моделирование соединений 1с и 5с с 
активным центром ThyX

Как сказано выше, данные об эффективном
ингибировании микобактериальной флавинза-
висимой тимидилатсинтазы ThyX 5'-монофосфа-
тами 5-модифицированных 2'-дезоксиуридинов

Таблица 2. Значения времени полугидролиза соединений в сыворотке крови человека

* TEG – триэтиленгликоль.
** TetEG – тетраэтиленгликоль.

*** Tri – 1,2,3-триазолил-.

№
Заместитель

при нуклеиновом 
основании

Заместитель
при углеводном 

фрагменте

t1/2
(ч ± 0.5)

№
Заместитель при 

нуклеиновом 
основании

Заместитель
при углеводном 

фрагменте

t1/2
(ч ± 0.5)

1a 5-CH2–OC10H21 3'-O–C(O)TEG* 2 8a 5-CH2–TriC10H21 5'-O–C(O)TetEG 12

1b 5-CH2–OC11H23 3'-O–C(O)TEG 3 9a 4-NHC10H21 3'-O–C(O)TEG >24

1c 5-CH2–OC12H25 3'-O–C(O)TEG 4 9с 4-NHC12H25 3'-O–C(O)TEG >24

5a 5-CH2–OC10H21 5'-O–C(O)TEG 3 10b 4-S
5-CH2–OC11H23

3'-O–C(O)TEG 6

5b 5-CH2–OC11H23 5'-O–C(O)TEG 3 11c 5-CH2–OC12H25 3'-NH–C(O)TEG >24

5c 5-CH2–OC12H25 5'-O–C(O)TEG 5 12b 5-CH2–OC11H23 3'-O–
C(O)OC6H12OH

14

2c 5-CH2–OC12H25 3'-O–C(O)TetEG** 7 13b 5-CH2–OC11H23 3'-O–
C(O)OC6H12NH2

16

6c 5-CH2–OC12H25 5’-O–C(O)TetEG 8 14a 5-CH2–OC10H21 5'-O–P(O)(OH)2 >12

3a 5-CH2–TriC10H21*** 3'-O–C(O)TEG 6 14b 5-CH2–OC11H23 5'-O–P(O)(OH)2 >12

3c 5-CH2–TriC12H25 3'-O–C(O)TEG 8 14c 5-CH2–OC12H25 5'-O–PO(OH)2 >12

7a 5-CH2–TriC10H21 5'-O–C(O)TEG 7 15а 5-CH2–TriC10H21 5'-O–P(O)(OH)2 9

7c 5-CH2–TriC12H25 5'-O–C(O)TEG 5 15c 5-CH2–TriC12H25 5'-O–P(O)(OH)2 11

4а 5-CH2–TriC10H21 3'-O–C(O)TetEG 10 16 5-CH2N3 5'-O–P(O)(OH)2 1.5

TMP – 5'-O–P(O)(OH)2 40 ±
± 10 мин.

Ac2T – 3'-OAc
5'-OAc

3
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[28–31] позволяют рассматривать данный фер-
мент в качестве одной из мишеней ингибирую-
щего действия 5-модифицированных 2'-дезокси-
уридинов. С целью выявления возможности свя-
зывания полученных нами водорастворимых
производных с ThyX проведен молекулярный до-
кинг 5'-O- и 3'-O-(триэтиленгликоль)карбонил-
5-додецилоксиметил-2'-дезоксиуридина (5с и 1с,
в качестве примера) с активным центром фер-

мента и сравнение полученных энергий связыва-
ния ThyX c соединениями 5с, 1с и субстратом
фермента – монофосфатом 2'-дезоксиуридина
(dUMP). Результаты расчетов приведены в табл. 3, а
геометрия полученных комплексов – на рис. 5.

Максимальные значения энергии связывания
исследуемых аналогов с ThyX 77.1 и 50.1 ккал/моль,
соответственно, что хуже энергии связывания с
субстратом. Это свидетельствует о том, что дан-

Рис. 3. Гидролиз соединения 1с в сыворотке крови человека. По оси Х отложено время отбора проб, по оси Y – коли-
чество вещества в процентах. Гидролиз проводилия в условиях, приведенных в Экспериментальной части (см. Гидро-
лиз соединений в сыворотке крови человека).
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Рис. 4. Ферментативный гидролиз соединения 1с карбоксилэстеразой. По оси Х отложено время отбора проб, по оси
Y – количество вещества в процентах. Гидролиз проводили в условиях, приведенных в Экспериментальной части (см.
Ферментативный гидролиз соединений).
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Таблица 3. Энергия связывания соединений с активным центром флавинзависимой тимидилатсинтазы M. tuber-
culosis (белка ThyX)

Соединение Субстрат dUMP [31] Аналог 5с Аналог 1с

Энергия связывания, ккал/моль –189.4 –50.1 –77.1
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ные аналоги, скорее всего, не являются ингиби-
торами ThyX.

Попытки оптимизации геометрии веществ в
активном центре для увеличения энергии связы-
вания исследуемых аналогов с ThyX не привели к
существенному изменению энергии.

Сравнение положений субстрата, аналога 1c и
аналога 5c относительно FAD и цепей A, B, C бел-
ка ThyX позволяет сделать следующие заключе-
ния. Как показано ранее, наличие длинного али-
фатического заместителя по положению 5 ураци-
ла обеспечивает дополнительный контакт этого
заместителя с цепью B и не меняет расположение
дезоксиуридинового фрагмента относительно
FAD. Это обеспечивает успешное ингибирование
ThyX 5’-монофосфатами 5-модифицированных
пиримидиновых нуклеозидов с протяженными
1-алкинильными, алкилоксиметильными и алки-
лтриазолилметильными заместителями, отмечае-
мое в [28–31].

Появление объемного заместителя по положе-
нию 3'-дезоксиуридина приводит к существенно-
му смещению всего аналога относительно FAD.
Одновременно ослабляется контакт с цепью A и
существенно возрастает контакт с цепью C.

Наконец, такой же заместитель в положении
5'-дезоксиуридина оставляет контакт FAD с ура-
цильным остатком близким к контакту FAD с
субстратом, но, одновременно, усиливает кон-
такт аналога с цепью A.

Из этого можно заключить, что контакт 5'-за-
местителя с цепью A оказывается энергетически
невыгодным и, несмотря на остальные относи-
тельно удачные контакты, приводит к практиче-
ски нулевому связыванию аналога 5c в активном
центре ThyX.

Взаимодействие 3'-заместителя с цепью C не
является столь же невыгодным, как взаимодей-
ствие с цепью A, но сопровождающие его измене-

ния в расположении аналога 1c относительно ак-
тивного центра фермента (и FAD) все же приво-
дят к уменьшению энергии связывания ThyX и 1c
настолько, что он является плохим ингибитором
этого фермента.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Кризис антибиотикотерапии, обусловленный

резистентностью патогенов к одобренным анти-
бактериальным препаратам, привел к необходи-
мости создания принципиально новых малоток-
сичных веществ – эффективных ингибиторов
лекарственно-устойчивых штаммов патогенов.
Очевидно, что для получения лекарственных
форм таких соединений желательно, чтобы они
были растворимы в воде. Дизайн депо-формы
представляет собой широко используемую стра-
тегию молекулярной модификации, которая на-
правлена на оптимизацию физико-химических
и фармакологических свойств лекарств, для улуч-
шения их растворимости и фармакокинетиче-
ских свойств и, зачастую, снижения их токсично-
сти [33, 37]. Как указывалось выше, предложен
ряд способов получения депо-форм соединений
[32, 35–43, 48, 49]. В качестве пероральных про-
лекарств хорошо зарекомендовали себя амино-
кислотные (в первую очередь валиновые) эфиры
нуклеозидов [50–52].

Другой подход к повышению растворимости
биологически активных нуклеозидов – синтез их
5'-фосфатных или 5'-фосфонатных производных,
которые под действием клеточных ферментов
гидролизуются с постепенным образованием ак-
тивного нуклеозидного ингибитора. В качестве
примера можно привести 5'-фосфонатные гомо-
и гетеродимеры нуклеозидов с противовирусной
и противобактериальной активностью [41, 53]
или применяемый в терапии онкологических за-
болеваний 5'-фосфат 2-фторарааденозина (флу-

Рис. 5. Расположение субстрата и его аналогов в активном центре ThyX. а – ThyX с субстратом, б – ThyX с аналогом 1c,
в – ThyX с аналогом 5c. Желтым цветом показаны субстрат и, соответственно, его аналоги 1c и 5c, кремовым – цепь A
ThyX, зеленым – цепь B ThyX, бирюзовым – цепь C ThyX. FAD располагается на переднем плане каждого рисунка и
поэтому изображен полупрозрачным.

а б в
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дарабин) [54], а также созданные в нашей лабора-
тории 5'-H-фосфонат 3'-азидо-3'-дезокситими-
дина (никавир), используемый в России для
лечения инфицированных вирусом иммунодефи-
цита человека [55], и 5'-H-фосфонат 2',3'-дидез-
окси-3'-тиацитидина [49].

Мы воспользовались этими подходами для
синтеза растворимых производных полученных
нами ранее нуклеозидов, проявляющих противо-
бактериальную активность.

Известно, что оптимальное время полугидро-
лиза депо-форм в сыворотке крови человека со-
ставляет от 3 до 12 ч [47]. Синтезированные нами
5'-монофосфаты 5-алкилоксиметил-2'-дезокси-
уридина (14а-с) оказались довольно устойчивы-
ми к ферментативному гидролизу (время полу-
гидролиза в сыворотке крови человека >12 ч), в то
время как 5'-монофосфаты 5-(4-алкилтриазол-1-
ил)метил-2'-дезоксиуридина (15а,с) имели опти-
мальное время полугидролиза (t1/2: 3–11 ч). Для
сравнения: t1/2 5'-монофосфатов тимидина и 5-ази-
дометил-2'-дезоксиуридина (16) в этих условиях
составляет 40 и 90 мин соответственно. Однако
применение 5'-монофосфатов в большинстве слу-
чаев ограничено неспособностью заряженных со-
единений проникать через клеточную стенку бак-
терий [23, 56].

Более перспективным нам представляется
применение в качестве депо-форм 3'-O- и 5'-O-
карбонилтри- и тетраэтиленгликолевых произ-
водных нуклеозидов. Как сказано во введении и
показано в нашей работе (табл. 1), растворимость
депо-форм изученных модифицированных пири-
мидиновых 2'-дезоксинуклеозидов оказалась, как
минимум, на два порядка лучше чем у исходных

форм (для примера, 8.5 мг/мл у 3'-триэтиленгли-
колевого производного 5с и 13 мг/мл у 5'-произ-
водного по сравнению с 0.09 мг/мл у исходного 5-
додецилоксиметил-2'-дезоксиуридина 17с, табл. 1)
При этом растворимость 3'- и 5'-производных
различалась незначительно, а замена триэтилен-
гиколевого фрагмента на тетраэтиленгликолевый
приводила к двукратному улучшению раствори-
мости, например, 2.14 у триэтиленгликолевого
производного 4а и 4.36 у тетраэтиленгликолевого
производного 8а.

Практически все полученные соединения, за ис-
ключением N4-алкил-5-метил-2'-дезоксицитиди-
нов (9а, с) и 3'-(триэтиленгликоль)карбониламино-
5-додецилоксиметил-2',3'-дидезоксиуридина (11с),
имели время полугидролиза 2–12 ч (табл. 2) и
расщеплялись только до исходных нуклеозидов,
что соответствует поставленной нами цели. Сто-
ит отметить, что соединения оказались стабиль-
ными в буферных растворах с незначительным
гидролизом при pH 9.0 и эффективно гидролизо-
вались карбоксилэстеразой (рис. 4), что указыва-
ет на ферментативную природу гидролиза в сыво-
ротке крови.

Эти наблюдения также подтверждают, что кар-
бонатные и карбаматные группы в депо-формах
соединений отличаются по прочности связи. Ок-
сикарбонильная связь в них не равноценна связи в
природных сложных эфирах, однако ее гидролиз в
сыворотке крови, вероятно, также осуществляется
карбоксилэстеразами в соответствии со схемой 1,
но лишь в случае карбонатов, что объясняет силь-
но различающиеся времена полугидролиза со-
единений 11c и 1c в сыворотке крови человека.

Схема 1. Предполагаемый механизм гидролиза водорастворимых форм нуклеозидов (на примере 1с).

Из табл. 2 следует, что карбонилтри- и тетраэти-
ленгликолевые производные различаются по ско-
рости гидролиза в сыворотке крови (тетраэтилегли-

колевые производные гидролизуются медленнее).
С другой стороны, замена гликолевого фрагмента
на гидроксигексильный или аминогексильный
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приводила к значительному увеличению времени
гидролиза соединений 12b и 13b (t1/2 = 14 и 16 ч со-
ответственно).

На устойчивость соединений к гидролизу вли-
яет также модификация нуклеинового основания,
например, замена атома кислорода в 4-м положе-
нии в соединении 1b на атом серы 10b приводила к
двукратному увеличению времени гидролиза (t1/2 =
= 3 и 6 ч соответственно). Наблюдается также за-
висимость стабильности гликолевых производных
от размера заместителя в позиции 5 основания.
Как правило, соединения с более протяженными
углеводородными заместителями имеют большее
время гидролиза. С другой стороны, нахождение
гликолевых заместителей в 3'- или 5'-положении
углеводного фрагмента не влияет существенно на
устойчивость гликолевых производных.

Среди всех исследованных соединений, три- и
тетраэтиленгликолевые производные 5-додеци-
локсиметил-2'-дезоксиуридина 1c, 2c, 5c и 6c
представляются наиболее перспективными для
использования в качестве депо-форм, поскольку
обладают как оптимальным временем полугидро-
лиза (4–8 ч), так и заметно увеличенной раство-
римостью в воде (8.5–13 мг/мл по сравнению с
0.09 мг/мл у исходного соединения).

Результаты теоретических расчетов связыва-
ния 5'-O- и 3'-O-(триэтиленгликоль)карбонил-5-
додецилоксиметил-2'-дезоксиуридина (5с и 1с) с
флавинзависимой тимидилатсинтазой M. tubercu-
losis (белком ThyX) в сравнении с природным суб-
стратом dUMP позволяют предположить, что эти
аналоги 5с и 1с не являются ингибиторами ThyX,
поскольку значение энергии связывания с иссле-
дуемыми аналогами значительно хуже энергии
связывания с субстратом. Можно предположить,
что проникшие в клетку соединения должны под-
вергаться расщеплению эстеразами, а уже затем
связываться с предполагаемой мишенью ThyX,
как это, собственно, и следует из самой концеп-
ции депо-формы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, полученные данные (результа-

ты ферментативного гидролиза и теоретические
расчеты) позволяют со значительной долей уверен-
ности утверждать, что синтезированные нами хо-
рошо растворимые в водно-органических средах
карбонилтри- и тетраэтиленгликолевые производ-
ные и 5'-монофосфаты модифицированных нук-
леозидов являются депо-формами нуклеозидов,
обладающих противобактериальной активностью.
Показана перспективность создания подобных
производных нуклеозидов для получения эффек-
тивных ингибиторов роста микроорганизмов.
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GLYCOL AND PHOSPHATE DEPOT-FORMS OF 4- AND/OR 5-MODIFIED 
NUCLEOSIDES EXHIBITING ANTIBACTERIAL ACTIVITY

S. D. Negrya1, M. V. Jasko1, D. A. Makarov1, 4, P. N. Solyev1, I. L. Karpenko1, O. V. Shevchenko1,
O. V. Chekhov1, 3, A. A. Glukhova2, B. F. Vasilyeva2, T. A. Efimenko2, I. G. Sumarukova2, 

O. V. Efremenkova2, S. N. Kochetkov1, and L. A. Alexandrova1, *
1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

2Gause Institute of New Antibiotics, Moscow, 119021 Russia
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4Mendeleev University of Chemical Technology of Russia, Higher Chemical College of Russian Academy of Sciences,
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The emergence of resistance to most drugs used in infectious diseases treatment requires the creation of new
compounds that are effective against drug-resistant strains of pathogens. Recently, we have synthesized sev-
eral groups of modified nucleosides that showed significant antibacterial activity in vitro, however, their fur-
ther studies were difficult to make due to the low solubility in water solutions. Thereby, we have synthesized
compounds that are well soluble in water-organic solutions and appeared to be more effective inhibitors of
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gram-positive bacteria and mycobacteria growth. We suggested that the water-soluble forms of modified nu-
cleosides studied in this communication are their depot forms. To confirm this, we studied their ability to be
hydrolyzed in various media and made molecular docking of the compounds into the active center of the pro-
posed target protein ThyX. Computer modelling results showed that water-soluble analogs are presumably
not ThyX inhibitors, which may confirm our assumption about the action of nucleoside derivatives as depot
forms. The compounds were hydrolyzed both by porcine liver carboxyl esterase and in human serum, and up-
on incubation with Staphylococcus aureus 209P. The data obtained allow us to assert with considerable con-
fidence that the studied compounds are depot forms of modified nucleosides.

Keywords: antibiotic resistance, antiviral and antibacterial activity, modified nucleosides and nucleotides,
prodrug, depot-form of drug, thymidilate synthase of M. tuberculosis
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