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Разработка лекарственных средств против SARS-CoV-2 – важнейшая задача, стоящая перед миро-
вой наукой и здравоохранением. На сегодняшний день основным подходом к созданию средств,
эффективных при COVID-19, остается репозиционирование, т.е. перепрофилирование препаратов,
допущенных к клиническому применению, например, Ремдесивира (препарат против лихорадки
Эбола), Фавипиравира (против гриппа) и др. Однако очевидно, что эти препараты недостаточно
специфичны и эффективны. Другой перспективный подход предполагает создание новых молекул,
однако нужно отметить, что реализация этого подхода требует гораздо больше времени и затрат.
Тем не менее, продолжается поиск новых противовирусных агентов, специфичных к SARS-CoV-2.
Цель нашей работы состояла в получении новых 5-замещенных производных уридина – потенци-
альных ингибиторов РНК-зависимой РНК-полимеразы коронавируса. Такие вещества получены с
высоким выходом по реакции Сузуки–Мияуры и охарактеризованы с помощью современных фи-
зико-химических методов. Однако тестирование антивирусной активности этих веществ в отноше-
нии SARS-CoV-2 не выявило существенного ингибиторного эффекта.
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ВВЕДЕНИЕ
COVID-19 – высококонтагиозное респиратор-

ное заболевание, вызываемое бетакоронавирусом
SARS-CoV-2. После того, как в конце декабря
2019 года в Китае были зарегистрированы первые
случаи заболевания, SARS-CoV-2 быстро распро-
странился по миру, что привело к развитию пан-
демии, в результате которой количество умер-
ших приближается к 5 млн. человек [1]. Несмот-
ря на многочисленные исследования, которые
позволили лучше понять механизмы патогенеза
SARS-CoV-2, этот вирус остается общемировой
проблемой. Наблюдаются новые вспышки этого
заболевания, обусловленные появлением и рас-
пространением мутантных вариантов вируса.

Структура и жизненный цикл SARS-CoV-2 хо-
рошо изучены [2, 3]. Главный фермент реплика-
ции вируса – РНК-зависимая РНК-полимераза
(RdRp, nsp12), функционирует в составе репли-
казно-транскриптазного комплекса (RTC), кон-

тролирующего синтез вирусной РНК [3]. Ключе-
вая роль RdRp в репликации SARS-CoV-2 делает
этот фермент привлекательной терапевтической
мишенью, а отсутствие ее аналогов в клетках мле-
копитающих предполагает высокую селектив-
ность ингибирования. В настоящее время интен-
сивно разрабатываются ингибиторы RdRp, кото-
рые потенциально могут обладать выраженной
противовирусной активностью. Существующие в
настоящее время ингибиторы RdRp делятся на
два основных класса – нуклеозидные (НИ) и не-
нуклеозидные ингибиторы (ННИ), связывающи-
еся в активном центре и аллостерическом сайте
соответственно [4].

Создание НИ считается перспективной стра-
тегией, направленной на остановку репликации
вирусной РНК, обусловленной высокой степе-
нью консервативности активных сайтов RdRp и
относительно низкой скоростью мутаций в этих
областях, что обеспечит широкую противовирус-
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ную активность и высокий порог резистентности.
Основной механизм действия нуклеозидных ана-
логов включает их внутриклеточное превращение
в соответствующие трифосфаты, которые, конку-
рируя с трифосфатами природных нуклеозидов,
становятся терминаторными субстратами вирус-
ных полимераз. Для эффективного ингибирова-
ния репликации вирусной РНК нуклеотидный
аналог, встроенный в растущую цепь, не должен
выщепляться за счет корректирующей активно-
сти, характерной для значительной доли полиме-
раз, либо скорость его включения должна много-
кратно превышать скорость выщепления. Проти-
вовирусные НИ делятся на три типа: облигатные
терминаторы цепи, необлигатные терминаторы
цепи и мутагенные. Облигатные терминаторы це-
пи не содержат 3'-гидроксильную группу в рибо-
зидной части молекулы, что делает невозможным
дальнейшее удлинение нуклеотидной цепи. Не-
облигатные терминаторы цепи содержат природ-
ное основание и 3'-гидроксил на остатке сахара,
но они имеют дополнительный заместитель в по-
ложениях C-1' или C-2' рибозного кольца, блоки-
руя последующее образование фосфодиэфирной
связи с подходящим нуклеозидтрифосфатом [5].
Механизм летального мутагенеза заключается в
неспособности распознавать аналоги нуклеози-
дов в качестве обычных нуклеотидных основа-
ний, что вызывает несоответствие в спаривании
оснований и увеличение количества мутаций, и
приводит в конечном итоге к появлению нежиз-
неспособных геномов.

Оценена способность многих препаратов, пер-
воначально нацеленных на RdRp других РНК-ви-
русов, таких как Ремдесивир (вирус Эбола), Фа-
випиравир (вирус гриппа), NHD EIDD-2801 (ши-
рокий спектр действия) и Софосбувир (вирус
гепатита C), ингибировать SARS-CoV-2 [6]. Со-
фосбувир – высокоактивный уридиновый нук-
леотид, специфично ингибирующий репликацию
вируса гепатита С. Сходство циклов репликации
вируса гепатита С и коронавируса позволило пред-
положить, что Софосбувир можно будет приме-
нять в терапии COVID-19 [7]. Первым специфиче-
ским противовирусным препаратом, одобренным
Ассоциацией университетов Европы для лечения
пациентов с тяжелым течением COVID-19, стал
Ремдесивир. Один из основных недостатков Рем-
десивира – необходимость внутривенного введе-
ния, ограничивает широкое применение этого
препарата и вынуждает использовать его в усло-
виях больничного стационара. Для изменения
ситуации создана ингаляционная форма, которая
в настоящее время проходит 1 фазу клинических
испытаний. Ряд клинических исследований по-
казал эффективность Фавипиравира в терапии
COVID-19, однако эксперименты на животных
выявили потенциальную тератогенную актив-
ность этого препарата [8]. Тем не менее, Фавипи-

равир одобрен к применению в ряде стран. Мол-
нупиравир (EIDD-2801) представляет собой пе-
роральное биодоступное пролекарство – аналог
нуклеозида β-D-N4-гидроксицитидина, действу-
ющего по механизму летального мутагенеза с ши-
роким спектром действия. Показано, что N4-гид-
роксицитидин более чем в 100 раз активен, чем
Рибавирин или Фавипиравир в отношении коро-
навируса SARS-CoV-2, причем его противовирус-
ная активность коррелирует с уровнем мутагенеза в
вирусной РНК. Молнупиравир оказался безопас-
ным в 1 фазе клинических испытаний, в настоящее
время продолжаются его клинические испытания.
Однако показана также способность N4-гидрокси-
цитидина вызывать геномные мутации в клетках
человека in vitro [9].

Таким образом, в настоящий момент отсут-
ствует высокоэффективное и специфичное ле-
карственное средство против SARS-CoV-2, по-
этому создание новых агентов, нацеленных на
ингибирование активности RdRp коронавируса,
представляется крайне важным и требующим не-
замедлительного решения. В нашей работе описан
синтез и определение противовирусной активности
шести 5-замещенных производных уридина.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали 5-бромуридин (“Sigma”,
США), бороновые кислоты и растворители высо-
кой степени чистоты (“Acros”, Бельгия). Коло-
ночную хроматографию проводили на обращен-
но-фазовом носителе LiChroprep RP-18, элюиро-
вали водой. Спектры ЯМР регистрировали на
спектрометре AMX III-400 (“Bruker”, США) с ра-
бочей частотой 400 МГц для 1H (Me4Si в качестве
внутреннего стандарта для органических раствори-
телей и 3-(триметилсилил)-1-пропансульфонат на-
трия ((DSS) для D2O) и 100.6 МГц для 13С-ЯМР (с
подавлением углерод-протонного взаимодей-
ствия). Контроль за ходом реакций осуществляли
методом ТСХ на пластинах Кизельгель 60 F254
(“Merck”, Германия), элюировали системой ди-
оксан-25% водный NH3 (4 : 1).

Общая методика получения соединений 1a–g.
К 5-бромуридину, растворенному в смеси воды
(4 мл) и метанола (2 мл), приливали раствор боро-
ната (1 экв) в тетрагидрофунане (TГФ) (4 мл), про-
дували аргоном. Добавляли катализатор тетрак-
си(трифенилфосфин)палладий (0.1 экв) и гидрок-
сид натрия (10 экв). Реакционную массу кипятили
в течение 7 ч, затем упаривали, растворяли в хлоро-
форме (15 мл) и экстрагировали водой (15 мл). Вод-
ную фракцию промывали хлороформом (2 × 5 мл),
концентрировали и выделяли целевое вещество ко-
лоночной хроматографией на RP-18, элюировали
водой. Выход продуктов 1a–g составил 37–59%.
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МАСЛОВА и др.

1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-дигидрокси-5-(гидрокси-
метил)тетрагидрофуран-2-ил)-5-(пиридин-2-ил)пи-
римидин-2,4(1H,3H)-дион (1a) светло-желтые
кристаллы, 41% 1H ЯМР (CD3OD): 3.76–3.95 (2H, м,
H1), 4.08–4.06 (5'H, м, H4'), 4.25–4.28 (2H, м, H3′,
H2'), 5.98–5.99 (1H, д, H1′), 7.43–7.47 (1H, м, H5 Py),
8.06–8.10 (1H, м, H4 Py), 8.44–8.46 (1H, д, H6 Py),
8.49 (1H, с, H6), 8.77–8.78 (1H, д, H2 Py). 13C ЯМР
(D2O): 60.13, 68.90, 74.08, 83.73, 90.03, 112.46,
123.94, 130.12, 137.44, 139.19, 147.62, 147.98, 155.05,
169.10.

5-(3-аминофенил)-1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-ди-
гидрокси-5-(гидроксиметил)тетрагидрофуран-2-
ил)пиримидин-2,4(1H,3H)-дион (1b) серые кри-
сталлы, 37% 1H NMR (CD3OD): 3.77–3.87 (2H, м,
H5′), 4.02–4.04 (1H, м, H4′), 4.19–4.27 (2H, м, H3′,
H2′), 5.96–5.98 (1H, д, H1′), 6.63–6.67 (1H, м, Ph),
6.89–6.96 (2H, м, Ph), 7.06–7.11 (1H, д, Ph), 7.92
(1H, с, H6). 13C ЯМР (D2O): 60.52, 69.24, 73.91,
83.65, 89.93, 115.55, 116.35, 116.54, 129.41, 135.44,
138.07, 146.09, 157.63, 172.64.

5-(4-аминофенил)-1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-ди-
гидрокси-5-(гидроксиметил)тетрагидрофуран-2-
ил)пиримидин-2,4(1H,3H)-дион (1c) бежевые кри-
сталлы, 39% 1H ЯМР (CD3OD): 3.71–3.90 (2H, м,
H5′), 4.00–4.02 (1H, м, H4′), 4.18–4.27 (2H, м, H3′,
H2′), 5.95–5.97 (1H, д, H1′), 6.72–6.75 (2H, м, Ph),
7.28–7.33 (2H, м, Ph), 7.82 (1H, с, H6). 13C ЯМР
(CD3OD): 60.38, 69.26, 74.00, 83.81, 90.15, 114.39 × 2,
122.53, 128.55 × 2, 130.78, 135.88, 148.32, 150.88,
165.91.

4-(1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-дигидрокси-5-(гид-
роксиметил)тетрагидрофуран-2-ил)-2,4-диоксо-
1,2,3,4-тетрагидропиримидин-5-ил)бензамид (1d)
желтые кристаллы, 53% 1H ЯМР (D2O): 3.72–3.91
(2H, м, H5′), 4.06–4.10 (1H, м, H4′), 4.20–4.24 (1H,
т, H3′), 4.30–4.33 (1H, т, H2′), 5.93–5.94 (1H, д,
H1′), 7.52–7.56 (2H, м, Ph), 7.77–7.80 (2H, м, Ph),
7.92 (1H, с, H6). 13C ЯМР (D2O): 56.95, 59.84,
66.08, 73.54, 83.07, 89.60, 114.88, 127.01, 128.33,
130.84 × 2, 138.32, 138.45, 157.62, 163.24, 172.51.

N-(4-(1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-дигидрокси-5-
(гидроксиметил)тетрагидрофуран-2-ил)-2,4-ди-
оксо-1,2,3,4-тетрагидропиримидин-5-ил)фенил)аце-
тамид (1e) белые кристаллы, 57% 1H ЯМР (D2O):
2.13 (3H, с, CH3 ), 3.71–3.88 (2H, м, H5′), 4.04–4.08
(1H, м, H4′), 4.18–4.22 (1H, т, H3′), 4.29–4.32 (1H,
т, H2′), 5.92–5.94 (1H, д, H1′), 7.39 (4H, с, Ph), 7.78
(1H, с, H6). 13C ЯМР (D2O): 22.34, 56.93, 60.00,
68.70, 73.40, 83.08, 89.46, 115.41, 121.28, 128.25,
128.87, 129.25, 135.52, 137.57, 158.13, 165.77, 172.49.

4-(1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-дигидрокси-5-(гид-
роксиметил)тетрагидрофуран-2-ил)-2,4-диоксо-
1,2,3,4-тетрагидропиримидин-5-ил)-N-метилбен-
замид (1g) белые кристаллы, 54% 1H ЯМР (D2O):
2.91 (3H, с, CH3), 3.73–3.92 (2H, м, H5′), 4.06–4.11

(1H, м, H4′), 4.21–4.25 (1H, т, H3′), 4.31–4.34 (1H,
т, H2′), 5.94–5.95 (1H, д, H1′), 7.51–7.55 (2H, м,
Ph), 7.71–7.73 (2H, м, Ph), 7.91 (1H, с, H6). 3C ЯМР
(D2O) : 26.39, 48.90, 60.31, 69.05, 74.05, 83.57, 90.08,
115.38, 127.01, 127.52, 128.84, 138.25, 138.79, 157.81,
163.24, 171.13, 172.67.

Исследование противовирусной активности. Сто-
ковые растворы тестируемых соединений в кон-
центрации 5 мкМ готовили в 100% ДМСО.

Противовирусную активность оценивали на
штамме ПИК35 вируса SARS-CoV-2 (GISAID ID
EPI_ISL_428851). Линия клеток почки зеленой
мартышки Vero получена из “Biologicals”, ВОЗ,
Швейцария (RCB 10-87). Клетки культивировали в
среде ДМЕМ (ФГБНУ “ФНЦИРИП им. М.П. Чу-
макова РАН”, Россия) с фетальной сывороткой
крупного рогатого скота (“Gibco”, США, 5%),
стрептомицином (0.1 мг/мл) и пенициллином
(100 ед./мл) (“ПанЭко”, Россия).

Методика оценки противовирусной активно-
сти описана ранее [10]. Готовили восемь двукрат-
ных разведений стоковых растворов соединений
в среде ДМЕМ (“ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова
РАН”), которые смешивали с равными объемами
вирусной суспензии, содержащей 50–200 ТЦД50
на лунку, инкубировали в течение 1 ч при 37°C.
Далее смеси вирус–соединение добавляли к мо-
нослоям клеток Vero в двух повторностях. Цито-
патический эффект (ЦПЭ) оценивали микроско-
пически после 5-дневной инкубации при 37°C.
Значения ЕС50 рассчитывали по методу Кербера.
Эксперимент повторяли не менее 2 раз с каждым
соединением. В качестве положительного кон-
троля использовали N4-гидроскицитидин, в ка-
честве отрицательного – ДМСО, дозу вируса кон-
тролировали титрованием.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее группой ученых под руководством К. Se-

ley-Radtke был разработан новый тип модифици-
рованных нуклеозидов, несущих гибкие или “рас-
щепленные” аналоги пуриновых оснований, на-
званные флексимерами [10]. Гетероциклические
основания флексимеров состоят из имидазольного
и пиримидинового колец, связанных одной угле-
род-углеродной связью, а не сконденсированных,
как в обычных пуринах (рис. 1). В результате азоти-
стое основание сохраняет необходимые водород-
ные связи и ароматические свойства, которые
требуются для распознавания, получая при этом
гибкость для адаптации к сайту связывания фер-
мента и потенциальным мутациям. Показано, что
такие соединения способны ингибировать репли-
кацию коронавирусов HCoV-NL63 и MERS-CoV в
культуре клеток [11, 12]. Идея флексимерных со-
единений получила развитие в виде синтеза “об-
ратных” флексимеров (рис. 1), в которых каркас
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пуринового основания соединен с сахарным фраг-
ментом по N-3 пиримидинового кольца, а не N-9
имидазольного кольца. Это меняет конформацию
флексимерного основания, которое также можно
рассматривать как C5-замещенный пиримидин
[13]. В продолжение этих работ мы решили синте-
зировать серию 5-замещенных производных ури-
дина (1a–g), которые можно рассматривать как об-
ратные флексимеры, в надежде получить вещества,
обладающие противовирусной активностью в от-
ношении SARS-CoV-2. Для получения целевых со-
единений мы рассмотрели различные современ-
ные методы создания С-С-связи.

Ключевое место в синтезе сложных органиче-
ских молекул с помощью реакций кросс-сочетания
занимает палладиевый катализ. Многолетний ин-
терес к этой области объясняется двумя основны-
ми причинами. Во-первых, такие каталитические
системы позволяют легко создавать углерод–угле-
родные и углерод–азотные связи в устойчивых
условиях с отличным выходом. Во-вторых, мягкие
условия реакции позволяют осуществить синтез,
требующий селективного связывания молекул в
определенных положениях без воздействия на дру-
гие функциональные группы [14].

Хотя катализируемые палладием реакции кросс-
сочетания хорошо известны для широкого диапазо-
на соединений, в случае нуклеозидов возникает
ряд трудностей. Помимо проблем, обусловлен-
ных перекрестным связыванием многофункци-
ональных гетероциклических субстратов, поляр-
ная природа производных нуклеозидов часто при-
водит к тому, что они плохо растворяются в
типичных органических растворителях [15]. Один
из распространенных подходов к устранению этого
недостатка – защита гидроксильных групп угле-

водного фрагмента с целью получения более гид-
рофобного субстрата. Этот метод включает две
дополнительные стадии синтеза, что приводит к
снижению выхода. Более привлекательным пред-
ставляется использование незащищенных нук-
леозидных, нуклеотидных или олигонуклеотид-
ных производных в реакциях кросс-сочетания.
Это может быть достигнуто с помощью полярных
органических растворителей. Нуклеозиды и про-
изводные нуклеотидов эффективно растворяют-
ся в воде или в ее сочетании с органическими рас-
творителями, что позволяет проводить реакции в
гомогенных условиях без необходимости приме-
нения защитных групп [15].

Описаны варианты постановки реакции Сузу-
ки–Мияуры с незащищенными нуклеозидгало-
генидами в различных системах из воды и сорас-
творителей. Так Western Е.С. и соавт. [16] арили-
ровали 5-йод-2-дезоксиуридин в присутствии
катализаторов (три-(4,6-диметил-3-сульфонато-
фенил)фосфина и ацетата палладия) в системе
растворителей вода–ацетонитрил 2 : 1. Описано
также проведение первой стадии синтеза произ-
водного уридина с помощью реакции кросс-соче-
тания Сузуки между 5-йод-2-дезоксиуридином и
4-формилфенилбороновой кислотой в смеси ме-
танол–вода 5 : 1 в присутствии катализатора тет-
ракис(трифенилфосфин)палладия [17]. Несмотря
на нерастворимость трифенилфосфина в воде,
показано [18], что реакция между арилбороновы-
ми кислотами и 5-йод-2-дезоксиуридином в воде
в качестве единственного растворителя успешно
катализируется Pd(OAc)2/PPh3 при 120°C с ис-
пользованием микроволнового излучения.

Рис. 1. Примеры структур флексимеров, обратных флексимеров и целевых соединений.
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МАСЛОВА и др.

Схема 1. Синтез 5-замещенных производных уридина 1a–g.

На основании анализа опубликованных дан-
ных для проведения реакции Сузуки–Мияуры
между 5-бромуридином и различными боронатами
(схема 1) была подобрана система растворителей
Н2О/МеОН/ТГФ = 2 : 1 : 2. После выделения и
очистки с помощью ионообменной хроматографии
оценена биологическая активность и цитотоксич-
ность синтезированных веществ. Противовирусную
активность определяли по способности исследуемых
соединений ингибировать гибель клеток Vero, зара-
женных штаммом ПИК35 SARS-CoV-2. В качестве
положительного контроля использовали N4-гидрок-
сицитидин (ЕС50 > 5 мкМ). Однако соединения 1a–g
не проявили ожидаемого ингибирующего эффекта
(ЕС50 > 100 мкМ). Очевидно, что для эффективного
подавления SARS-CoV-2 требуется модификация
структуры соединений. В данный момент изучается
активность соединений 1a–g в отношении других ви-
русных патогенов.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ в рамках проекта № 20-04-60414 и
Министерства науки и высшего образования Рос-
сийской Федерации (государственное задание по
теме “Аналоги компонентов нуклеиновых кислот
как потенциальные ингибиторы коронавирусов”).
Исследование физико-химических свойств продук-
тов проведено при поддержке РНФ № 19-74-10048.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.
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NEW ANALOGUES OF URIDINE AS POSSIBLE ANTI-VIRAL AGENTS 
SPECIFIC TO SARS-CoV-2
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The development of specific drugs against SARS-CoV-2 infection is a major challenge facing global science and
healthcare. Despite numerous attempts to create such remedy, still there are no truly effective drugs. Currently, the
main approach to the creation of drugs against COVID-19 is repurposing, i.e. re-profiling of existing drugs ap-
proved for medical use, for example, the use of the drug for the treatment of Ebola ‒ Remdesivir, the use of the
drug for the treatment of influenza – Favipiravir and others. However, it is already obvious that these drugs are not
specific enough and effective enough. Another promising approach is the creation of new molecules, but it should
be noted immediately that its implementation requires much more time and costs. However, the search for new
SARS-CoV-2 specific antiviral agents continues. The aim of our work was a creation of new 5-substituted uridine
derivatives as potential inhibitors of RNA-dependent RNA polymerase of coronavirus. The substances were ob-
tained with high yields by the Suzuki‒Miyaura reaction and characterized using modern physicochemical meth-
ods. However, testing of the antiviral activity against SARS-CoV-2 did not reveal a significant inhibitory effect.

Keywords: coronavirus, SARS-CoV-2, nucleoside analogs, f leximers, synthesis, Suzuki‒Miyaura reaction
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