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ВВЕДЕНИЕ

Нуклеиновые основания, природные нуклео- 
зиды и нуклеотиды – это эндогенные метаболиты, 
выступающие в качестве строительных блоков 
нуклеиновых кислот и участвующие в ряде кле- 
точных процессов, например, в регуляции фер- 
ментативных реакций, синтезе ДНК и РНК, пу- 
ринергической системе передачи сигнала. Хи- 
мически модифицированные аналоги нуклеино- 

вых оснований, природных нуклеозидов и нуклео- 
тидов часто выступают биологически активными 
соединениями, что позволяет использовать их в 
качестве противовирусных и противоопухолевых 
средств, антибиотиков и исходных реагентов для 
получения антисмысловых олигонуклеотидов [1]. 
В настоящее время в клинической практике приме- 
няются ~100 препаратов на основе нуклеозидов 
и нуклеиновых оснований с широким спектром 

УДК 577.123.35;577.152.242

ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ СИНТЕЗ БИОЛОГИЧЕСКИ 
АКТИВНЫХ 5-ЗАМЕЩЕННЫХ АНАЛОГОВ 

2ʹ-ДЕЗОКСИУРИДИНА С ПОМОЩЬЮ  
НУКЛЕОЗИДДЕЗОКСИРИБОЗИЛТРАНСФЕРАЗЫ 

ВТОРОГО ТИПА Lactobacillus leichmannii
© 2025 г. К. С. Алексеев*, #, А. М. Сергиевская**, Д. А. Платов*, **, М. С. Дреничев*

* ФГБУН “Институт молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта” РАН,  
Россия, 119991 Москва, ул. Вавилова, 32  

** Институт тонких химических технологий им. М.В. Ломоносова,  
“МИРЭА – Российский технологический университет”,  

Россия, 119571 Москва, проспект Вернадского, 86
Поступила в редакцию 19.09.2024 г.  

После доработки 11.10.2024 г.  
Принята к публикации 12.10.2024 г.

Изучены реакции ферментативного трансгликозилирования, катализируемые нуклеозиддезоксири- 
бозилтрансферазой второго типа Lactobacillus leichmannii в присутствии 7-метил-2′-дезоксигуано- 
зина и модифицированных гетероциклических оснований пиримидинового ряда. Выбор 7-метил-
2′-дезоксигуанозина в качестве нуклеозида-донора углеводного остатка позволил провести с высо- 
кими выходами ферментативный синтез 5-замещенных производных 2′-дезоксиуридина. Получены 
биологически активные производные 2ʹ-дезоксиуридина, три из которых используются в настоящее 
время в клинической практике в противовирусной и противоопухолевой терапии. Выбранный 
фермент-катализатор, начальные соотношения молярных концентраций субстратов и выбранный 
нуклеозид-донор в качестве источника углеводного остатка могут использоваться в дальнейшей 
разработке экологически чистых биохимических методов получения практически важных модифи- 
цированных нуклеозидов.

Ключевые слова: ферментативное трансгликозилирование, 7-метил-2′-дезоксигуанозин, нуклеозид- 
дезоксирибозилтрансфераза второго типа, 2′-дезоксиуридин, нуклеозиды, противовирусные 
средства, 5-трифторметил-2′-дезоксиуридин, флоксуридин, идоксуридин

DOI: 10.31857/S0132342325020095, EDN: LBTYGL

Сокращения: NDT – нуклеозиддезоксирибозилтрансфераза; NP – нуклеозидфосфорилаза, PNP – пуриннуклеозидфосфори-
лаза; UP – уридинфосфорилаза, TP – тимидинфосфорилаза. 
# Автор для связи: (тел.: +7 (499) 135-97-33; эл. почта: micelle@mail.ru, cyril.alex@eimb.ru).



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 51          № 2          2025

309СИНТЕЗ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ 5-ЗАМЕЩЕННЫХ АНАЛОГОВ 2ʹ-ДЕЗОКСИУРИДИНА

биологической активности – противоопухолевой, 
противовирусной, иммуносупрессивной и т.д.

Например, нуклеозид, имеющий в своей струк- 
туре 5-фторурацил, – это известный антиметаболит 
5-фтор-2′-дезоксиуридин (I) (5-F-dUrd, флокс- 
уридин, рис. 1), широко использующийся в противо- 
опухолевой терапии при раке желудка, почек и 
толстой кишки ингибирующий тимидилатсинтазу 
[2]. 5-Бром-2′-дезоксиуридин (II) (5-Br-dUrd) легко 
встраивается в ДНК во время ее репликации или 
репарации [3], что позволяет использовать его для 
изучения пролиферации клеток в живых тканях 
и в качестве диагностического инструмента при 
опухолевых заболеваниях. 5-Иод-2′-дезоксиуридин 
(III) (5-I-dUrd, идоксуридин), известный под тор- 
говыми названиями Stoxil и Herplex Liquifilm в 
США и Канаде, применяется в противовирусной 
терапии при инфицировании вирусом кошачьего 
герпеса FHV-1, а также в терапии вирусного ке- 
ратита, вызванного вирусом простого герпеса HSV. 
Зидовудин (IV), селективный ингибитор обрат- 
ной транскриптазы HIV, допущенный к приме- 
нению в конце 80-х гг. XX века в отношении 
вируса иммунодефицита человека HIV, особен- 
но эффективен при использовании в комбиниро- 
ванной терапии с другим ингибитором обратной 
транскриптазы ламивудином и ингибитором 
вирусной протеазы индинавиром [4]. 5-Этил-2′-
дезоксиуридин (V) применяется в противовирус- 
ной терапии вируса простого герпеса HSV [5]. 
Совместное использование 5-трифторметил-

2′-дезоксиуридина (Viroptic, 5-CF3-dUrd) (VI), 
эффективного против вируса простого герпеса 
(HSV-1 и HSV-2) [6], и типирацила (VII), инги- 
битора тимидинфосфорилазы [7], привело к появ- 
лению на рынке комбинированного препарата 
Lonsurf (одобрен FDA в 2015 г.), который успешно 
применяется для терапии метастатического коло- 
ректального рака (рака толстой или прямой кишки), 
распространившегося на другие части тела, у па- 
циентов, которые приобрели резистентность к 
другим методам лечения [8]. 5-Этинил-2′-дезокси- 
уридин (VIII), как и 5-Br-dUrd, может легко встраи- 
ваться в ДНК делящихся клеток, что позволяет 
использовать его в качестве удобного маркера 
в живых клетках, в которых происходит синтез 
ДНК.

В современной биотехнологической промы- 
шленности для получения практически важных 
нуклеозидов применяются, а также разрабаты- 
ваются новые технологии, основанные на реакциях 
ферментативного трансгликозилирования [9–12]. 
Ферментативные методы образования гликозид- 
ной связи могут успешно конкурировать с хими- 
ческими, а в некоторых случаях имеют несомнен- 
ные преимущества как регио- и стереоселективные, 
а также экологически чистые. Реакция трансглико- 
зилирования представляет собой перенос углевод- 
ного остатка с одного гетероциклического основа- 
ния на другое. Ферментативное трансгликозили- 
рование катализируется различными фермен- 
тами класса гликозилтрансфераз (КФ 2.4). Фер- 

Рис. 1. 5-Замещенные производные 2′-дезоксиуридина, используемые в противовирусной и противоопухолевой терапии.
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менты, представляющие практическое значение 
в биотехнологической промышленности, при- 
надлежат к классу пентозилтрансфераз (КФ 2.4.2) 
и осуществляют обратимое расщепление N-гли- 
козидной связи в рибонуклеозидах/2′-дезокси- 
рибонуклеозидах с высвобождением соответ- 
ствующего гетероциклического основания и про- 
изводного пентафуранозы в виде α-D-(дезокси)- 
рибозо-1-фосфата (нуклеозидфосфорилазы (NP))  
или комплекса, состоящего из связанного 2-дез- 
оксирибозного остатка в виде оксокарбениевого 
катиона в активном центре фермента (нуклеозид- 
дезоксирибозилтрансферазы (NDT)). NP ката- 
лизируют в присутствии неорганического фос- 
фата обратимый фосфоролиз N-гликозидной связи  
с образованием гетероциклического основания и 
(2-дезокси)рибозо-1-фосфата. К наиболее часто  
используемым в биотехнологической промы- 
шленности NP относятся пуриннуклеозидфос- 
форилаза (PNP, КФ 2.4.2.1)), уридинфосфори- 
лаза (UP, КФ 2.4.2.3) и тимидинфосфорилаза (TP, 
КФ 2.4.2.4). Равновесие реакций фосфоролиза в 
реакциях, катализируемых NP, смещено в сторону 
образования нуклеозидов, причем в большей 
степени – пуриновых [10]. На этом основана ре- 
акция ферментативного трансгликозилирования, 
в ходе которой углеводный остаток переносится с 
пиримидинового нуклеозида на гетероцикличес- 
кое пуриновое основание. Эта общая схема мо- 
жет быть расширена и легко адаптирована для 
получения практически важных нуклеозидов 
(схема 1).

NDT – это ферменты, катализирующие пе- 
ренос 2-дезоксирибозного фрагмента с одного 
пуринового или пиримидинового нуклеозида на 
другое пиримидиновое или пуриновое основание 
[13, 14], причем в ходе реакции углеводный ос- 
таток не высвобождается в реакционную среду, а 
остается связанным в активном центре фермента 
(схема 2).

Благодаря свой довольно широкой суб- 
стратной специфичности, использование дан- 
ных ферментов для получения большого ряда 
модифицированных 2′-дезоксинуклеозидов вы- 
глядит весьма перспективным [1]. Эти фер- 
менты чаще всего выделяют из различных лакто- 
бактерий, а также они встречаются в парази- 
тических одноклеточных организмах [15]. Раз- 
ница в субстратной специфичности NDT по 
отношению к гетероциклическим основаниям 
позволяет разделить эту группу ферментов на 
два основных типа: ферменты I типа (NDT I) 
специфичны в отношении исключительно пу- 
риновых нуклеозидов и гетероциклических осно- 
ваний, а ферменты II типа (NDT II) распознают 
и катализируют реакции как с пуриновыми, так 
и с пиримидиновыми нуклеозидами и гетеро- 
циклическими основаниями [13, 16]. В то же 
время оба типа ферментов имеют достаточно 
консервативный участок, который принимает 
участие в связывании 2-дезоксирибозы [17, 18]. 
Таким образом, оба типа NDT специфичны к 
2′-дезоксинуклеозидам. При этом субстратная 
специфичность сайта связывания гетероцикли- 
ческого основания достаточно широка, чтобы 

Схема 1. Реакция ферментативного трансгликозилирования, катализируемая нуклеозидфосфорилазами (NP). B1 и 
B2 – пуриновые и/или пиримидиновые гетероциклические основания.

Схема 2. Реакция ферментативного трансгликозилирования, катализируемая нуклеозиддезоксирибозилтрансферазой 
(NDT). B1 и B2 – пуриновые и/или пиримидиновые гетероциклические основания.
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распознавать в качестве субстратов относительно 
широкий спектр природных и модифицирован- 
ных нуклеиновых оснований, включая азолы, пу- 
рины с объемными заместителями, дезапурины, 
галогенированные пурины и пиримидины [19–21]. 
Также следует отметить, что NDT II распознает 
производные цитозина и 2′-дезоксицитидина и 
катализирует реакции с их участием. Производные 
цитидина входят в состав важных противовирус- 
ных и противоопухолевых препаратов (зальци- 
табин, ламивудин, молнупиравир, эмтрицитабин, 
цитарабин). Синтез таких соединений методом 
ферментативного трансгликозилирования затруд- 
нен из-за того, что наиболее часто используемые 
NP не обладают специфичностью к производ- 
ным цитозина и цитидина. NDT II, обладаю- 
щие субстратной специфичностью в отноше- 
нии некоторых цитозиновых нуклеозидов, 
могут существенно расширить возможности 
ферментативного подхода к трансгликозили- 
рованию. Биосинтез различных структурных 
аналогов нуклеозидов – одно из преимуществ 
использования NDT II, поскольку в литературе 
упоминается их широкая субстратная специ- 
фичность как к пуриновым, так и к пиримидино- 
вым гетероциклическим основаниям по сравне- 
нию с NP, что позволяет использовать в реакции 
ферментативного трансгликозилирования один 
фермент NDT II вместо пары NP (например, 
PNP + UP, PNP + TP), которые более специфичны 
в процессе трансгликозилирования между пу- 
риновыми/пиримидиновыми нуклеозидами, 
поскольку каждая пара ферментов специфична к 
своему субстрату [9, 11].

Целью настоящей работы было изучение ре- 
акций ферментативного трансгликозилиро- 
вания, катализируемых NDT II Lactobacillus 
leichmannii, подбор оптимальных условий ее про- 
ведения, а также синтез серии производных 
2′-дезоксиуридина, модифицированных по по- 
ложению 5 гетероциклического основания, исходя 
из соответствующих производных урацила и 
7-метил-2′-дезоксигуанозина (7-Me-dGuo) в ка- 
честве донора углеводного остатка, а также про- 
ведение сравнительного анализа с несколькими 
аналогичными реакциями, катализируемыми NP 
E. coli (PNP и TP E. coli), для ферментативного 
синтеза пиримидиновых 2ʹ-дезоксинуклеозидов 
с модифицированными пиримидиновыми осно- 
ваниями [22].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

NP – представители гликозилтранфераз, в на- 
стоящее время достаточно широко используемые 
в качестве биокатализаторов для получения био- 
логически активных нуклеозидов. Уже сущест- 
вуют запатентованные технологии получения 
биологически активных нуклеозидов флудара- 
бина [23] и кладрибина [24] с использованием NP. 
Одно из достоинств использования ферментов для 
катализа – сравнительная простота проведения 
реакций ферментативного трансгликозилирова- 
ния, что способствует проведению дополнитель- 
ных исследований, посвященных поискам новых 
биокатализаторов для получения биологически 
активных соединений. Один из таких видов – 
хорошо известные нуклеозидные 2′-дезоксирибо- 
зилтрансферазы II типа (NDT II, КФ 2.4.2.6), 
обнаруженные в различных бактериях рода 
Lactobacillus, а также встречающиеся в пара- 
зитических одноклеточных организмах, которые 
катализируют перенос углеводного остатка от 
одного гетероциклического основания на дру- 
гое, подобно NP. Так, в работе [25] используется 
комплексный подход, включающий структурный 
анализ, скрининг и оптимизацию реакции с 
использованием NDT II в качестве биокатализаторов 
для получения различных модифицированных 
нуклеозидов.

Ранее в нашей лаборатории были проведены 
исследования с использованием NDT II для фер- 
ментативного синтеза производных 2′-дезокси- 
цитозина, 5-бром- и 5-гидроксиметил-2′-дезокси- 
уридина [26]. При проведении ферментативного 
трансгликозилирования были использованы при- 
родные пиримидиновый (тимидин) и пуриновый 
(2′-дезоксиинозин) доноры углеводного остатка, 
а также 7-метил-2′-дезоксигуанозин (7-Me-dGuo), 
который ранее показал очень хорошие результаты 
в ферментативном трансгликозилировании, ка- 
тализируемом PNP E. coli [22] и PNP Aeromonas 
hydrophila [27]. В работе [26] было показано, что 
использование 7-Me-dGuo позволяло получать 
целевые нуклеозиды с высокими выходами, 
начиная от 80% при эквимолярном соотношении 
донор–акцептор и количественными при со- 
отношении 1 : 3 и 1 : 6.

В настоящей работе в качестве начальных ус- 
ловий реакции нами был выбран 7-Me-dGuo 
(как донор углеводного остатка) в молярном соот- 
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ношении основание-акцептор/нуклеозид-донор 
1 : 3 для получения серии модифицированных 
пиримидиновых дезоксинуклеозидов. В каче- 
стве акцепторов были выбраны модифицирован- 
ные гетероциклические основания 5-фторурацил 
(5-F-Ura), 5-иодурацил (5-I-Ura), 5-трифторметил- 
урацил (5-CF3-Ura), 5-хлорурацил (5-Cl-Ura), 5-ви- 
нилурацил (5-Vin-Ura). Выбор данных оснований 
обусловлен их потенциальной биологической 
активностью. Так, 5-F-dUrd, 5-I-dUrd и 5-CF3-dUrd 
используются в настоящее время в противовирус- 
ной и противоопухолевой терапии, а 5-Cl-dUrd 
может обладать активностью в отношении вируса 
HIV-1 и сниженной цитотоксичностью, подобно 
своим 2′,3′-дидезокси-5-Cl-замещенным анало- 
гам [28].

В результате был получен ряд 5-замещенных 
производных 2′-дезоксиуридина с высокими вы- 
ходами (табл. 1).

Контроль за ходом реакции ферментативного 
трансгликозилирования осуществляли при по- 
мощи ВЭЖХ. Скорость протекания реакции за- 
висела от заместителя в положении 5 урацила. На 
рис. 2 показан ферментативный синтез 5-I-dUrd, 
где первая хроматограмма реакционной смеси 
отображает состояние реакционной смеси до 
добавления фермента (t0), а вторая – спустя 1.5 ч 
после инициирования реакции (teq). Сигналы 3 
(5.21 мин), 4 (7.35) и 5 (8.43 мин) принадлежат 

7-метилгуанину (7-Me-Gua), 7-Me-dGuo и 5-I-Ura 
соответственно. Спустя 1.5 ч наблюдали полное 
исчезновение сигнала, соответствующего осно- 
ванию 5-I-Ura, и появление нового сигнала 5, 
соответствующего целевому продукту 5-I-dUrd 
(11.68 мин). В случае 5-галогензамещенных 
оснований (5-F-Ura, 5-Cl-Ura) практически полная 
их конверсия наблюдалась в течение часа после 
инициирования реакции, подобно цитозину и 
5-Br-Ura, реакции с которыми нами были ранее 
изучены [26].

В случае 5-CF3-Ura и 5-Vin-Ura скорость об- 
разования целевого нуклеозида была значи- 
тельно ниже, так, при температуре 37°C и спустя 
7 ч с начала реакции конверсия оснований-
акцепторов составила 67 и 68% соответственно. 
Благодаря более широкой субстратной специ- 
фичности NDT II мы получили 5-CF3-dUrd, ко- 
торый не удалось синтезировать с помощью TP 
E. coli.

Ранее [22] мы получили 5-F-dUrd с помощью 
совместного использования пары PNP и TP E. coli, 
при этом выход целевого нуклеозида составил 
95% (табл. 2, строка 2), исходя из 1.5 экв. избытка 
нуклеозида-донора. В аналогичных условиях был 
получен 5-Et-dUrd, причем увеличение избытка 
донора от 1.5 до 3 экв. позволило увеличить вы- 
ход всего лишь на 5% – с 90 до 95% соответственно 
(табл. 2, строки 3 и 4). При проведении фермен- 

Таблица 1. Ферментативный синтез 2′-дезоксинуклеозидов с использованием NDT II L. leichmanii1 и PNP  
E. coli + TP E. coli2

Строка Соединение Нуклеозид-донор Основание Целевой 
нуклеозид

Молярное соотношение 
акцептор/донор

Выход, % 
(ВЭЖХ)3

1
(I)

7-Me-dGuo

5-F-Ura 5-F-dUrd
1 : 3 1004

2 1 : 1.5 : 0.5 (А : Д : Pi)2 95 [22]

3 (III) 5-I-Ura 5-I-dUrd

1 : 3

1004

4 (VI) 5-CF3-Ura 5-CF3-dUrd 675

5 (IX) 5-Cl-Ura 5-Cl-dUrd 1004

6 (X) 5-Vin-Ura 5-Vin-dUrd 685

Примечание: А – акцептор, Д – донор.
1 Условия реакции: 25 мМ HEPES, pH 7.4, 20°C, NDT II L. leichmanii, концентрации акцептора и донора 0.2 и 0.6 мМ (1 : 3).
2 Реакцию проводили в 50 мМ Tris-HCl (pH 7.5), 37°C, PNP E. coli, TP E. coli, молярные концентрации акцептора, донора и  
Pi составляли 0.2, 0.3 и 0.1 мМ соответственно (1 : 1.5 : 0.5).
3 Выход рассчитан как отношение равновесной молярной концентрации целевого нуклеозида к начальной концентрации 
лимитирующего субстрата.
4 Сигнал гетероциклического основания-акцептора не обнаружен. 
5 Температура проведения реакции – 37°C, 7 ч.
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Рис. 2. Ферментативный синтез 5-I-dUrd. Условия: 25 мМ HEPES, pH 7.4, 20°C, NDT II L. leichmanii, концентрации 
акцептора и донора составляли 0.2 и 0.6 мМ (соотношение 1 : 3).

Таблица 2. Сравнительный анализ реакции ферментативного трансгликозилирования 2′-дезоксинуклеозидов  
с использованием NDT II L. leichmanii1 и PNP E. coli + TP E. coli2

Строка Соединение Нуклеозид-донор Основание Целевой 
нуклеозид

Молярное соотношение 
акцептор/донор

Выход, % 
(ВЭЖХ)3

1
(I)

7-Me-dGuo
5-F-Ura 5-F-dUrd

1 : 3 1004

2 1 : 1.5 : 0.5 (А : Д : Pi) 95 [22]
3

(V) 5-Et-dUra 5-Et-dUrd
1 : 1.5 : 0.5 (А : Д : Pi) 90 [22]

4 1 : 3 : 0.5 (А : Д : Pi) 95 [22]
Примечание: А – акцептор, Д – донор.
1 Условия реакции: 25 мМ HEPES pH 7.4, 20°C, NDT II L. leichmanii, концентрации акцептора и донора 0.2 и 0.6 мМ (1 : 3). 
2 Реакцию проводили в 50 мМ Tris-HCl (pH 7.5), 37°C, PNP E. coli, TP E. coli, концентрации акцептора, донора и Pi составляли 
0.2, 0.3 и 0.1 мМ соответственно (1 : 1.5 : 0.5). 
3 Выход рассчитан как отношение равновесной молярной концентрации целевого нуклеозида к начальной концентрации 
лимитирующего субстрата. 
4 Сигнал гетероциклического основания-акцептора не обнаружен.
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тативного трансгликозилирования с использо- 
ванием NDT II для достижения количественного 
выхода 5-F-dUrd потребовалось 3 экв. избытка 
донора, что сравнимо с условиями реакции с ис- 
пользованием NP, но для осуществления фер- 
ментативной реакции требовался только один 
фермент.

Следует отметить, что в случае использования 
NDT II в качестве катализатора необходимо тща- 
тельно контролировать ход реакции, т.к. при до- 
стижении равновесного состояния наблюдается 
процесс гидролиза как продукта, так и донора. 
Равновесие – по сути динамическое, при ко- 
тором гидролиз целевого нуклеозида продукта 
компенсируется расходованием нуклеозида-
донора как источника углеводного остатка для  
поддержания равновесной концентрации про- 
дукта. В отличие от использования NP, где со- 
стояние равновесия и продукт реакции сохра- 
няются относительно долго, проведение обработки 
реакционной смеси и выделение целевого нук- 
леозида возможны в течение довольно про- 
должительного периода времени.

NDT II представляет собой хорошую альтер- 
нативу NP, широко используемым в синтезе нук- 
леозидов методом ферментативного трансглико- 
зилирования, поскольку позволяет добиться со- 
поставимых выходов целевых продуктов и эко- 
номно использовать ферменты за счет более 
широкой субстратной специфичности NDT II. 
NDT II, как и NP, позволяет получать различные 
серии разнообразных модифицированных нук- 
леозидов, исходя из новых гликозил-доноров, 
но, в отличие от последних, возможен синтез 
модифицированных нуклеозидов, не являющихся 
субстратами NP, и, следовательно, которые не- 
возможно получить в реакциях, катализируемых 
NP. Выбор новых доноров углеводного остатка, 
таких как 7-Me-dGuo, в ряде случаев позволяет 
добиться высоких выходов пиримидиновых ну- 
клеозидов, сравнимых с выходами продуктов 
реакций с участием NP. Однако в зависимости 
от структуры гетероциклических оснований-ак- 
цепторов для повышения выхода продуктов ре- 
акций необходимо чаще варьировать условия 
реакции. В случае использования NDT II в каче- 
стве биокатализатора необходим тщательный 
контроль протекания реакции из-за высокой ско- 
рости обратной реакции гидролиза гликозидной 

связи нуклеозидного продукта после достижения 
равновесия. Большие избытки гликозил-донора в 
реакции, катализируемой NDT II, по сравнению 
с NP позволяют сместить равновесие в сторону 
образования продуктов, при этом сохраняя 
равновесную концентрацию целевого продукта.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В ходе экспериментальной работы для осу- 
ществления реакций и выделения соединений 
использовали коммерчески доступные реагенты 
и растворители. ВЭЖХ-анализ осуществляли с 
помощью градиентной системы Аквилон (Россия) 
(2× Stayer – насос высокого давления, Stayer 
MS16 – динамический смеситель и Stayer 104M – 
детектор в УФ- и видимой области) для контроля 
за ходом реакции. Условия ВЭЖХ-анализа: ко- 
лонка 4.6 × 150 мм (5 мкм, Cosmosil 5C18-MS-II, 
120 Å, Nacalai Tesque, Inc., Япония) с уста- 
новленной защитной предколонкой стандарта 
EC (4.0  × 3 мм, 5 мкм, C18, Phenomenex, США); 
линейный градиент ацетонитрила в 0.06%-ном 
(об.) растворе трифторуксусной кислоты (ТФУ) 
в деионизированной воде от 2 до 12% в течение 
10 мин (с дальнейшей промывкой в системе 
12–80% ацетонитрил/0.06% (об.) ТФУ/H2O за 10– 
10.1 мин, затем 80–2% за 10.1–10.8 мин) при ско- 
рости потока 1 мл/мин, УФ-детекцию произво- 
дили при 260 нм (реакция с 5-F-Ura и 5-CF3-Ura), 
276 нм (реакция с 5-Cl-Ura), 285 нм (реакция с 
5-I-Ura), 281 нм (реакция с 5-Vin-Ura) и 276 нм 
(реакция с 5-Cl-Ura), объем пробы 20 мкл.

Растворители и материалы были “reagent grade” 
(Sigma-Aldrich, США), использовались без допол- 
нительной очистки. Колоночную хроматографию 
проводили на силикагеле (Kieselgel 60, 0.040–
0.063 мм; Merck KGaA, Германия). ТСХ осу- 
ществляли на пластинах Alugram SIL G/UV254 
(Macherey-Nagel, Германия) с УФ-визуализацией. 
Пиримидиновые основания были получены из 
коллекции нуклеозидов лаборатории дизайна и 
синтеза БАС Института молекулярной биологии 
им. В.А. Энгельгардта РАН. 7-Me-dGuo получали 
в соответствии с ранее разработанной процеду- 
рой [22]. Нуклеозиды и гетероциклические осно- 
вания использовали в настоящей работе в виде 
1 и 2 мМ растворов.

Исходные (“stock solutions”) 1 мM растворы 
гетероциклических оснований были приготовлены 
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путем растворения 0.025 ммоль соединения в 
деионизированной воде в мерной колбе на 25 мл 
(0.025 ммоль соответствует 3.25 мг 5-F-Ura, 3.7 мг 
5-Cl-Ura, 5.95 мг 5-I-Ura, 3.45 мг 5-Vin-Ura, 4.5 мг 
5-CF3-Ura).

Исходный (“stock solution”) 2 мM раствор нук- 
леозида-донора 7-Me-dGuo был приготовлен 
путем растворения 0.05 ммоль гидроиодной соли 
последнего в деионизированной воде в мерной 
колбе на 25 мл (0.05 ммоль соответствует 21.3 мг 
7-Me-dGuo∙HI).

Нуклеозиддезоксирибозилтрансфераза вто- 
рого типа Lactobacillus leichmannii (NDT II 
L. leichmannii, КФ 2.4.2.6) была приобретена у 
Sigma-Aldrich, США (кат. № N2665).

 Ферментативный синтез нуклеозидов. Ре- 
акцию проводили в пластиковых пробирках 
объемом 1.5 мл (Eppendorf, Германия), объем 
реакционной смеси составлял 1 мл в 25 мМ 
HEPES-буфере (pH 7.4) при 20°C (в случае 
5-Vin-Ura и 5-CF3-Ura при 37°C), концентрация 
субстратов основание/донор составляла 0.2 и 
0.6 мМ (молярное соотношение 1 : 3). Реакцию 
инициализировали добавлением 0.12 U NDT II 
L. leichmanii. Выходы (конверсия) для 5-F-Ura, 
5-Cl-Ura и 5-I-Ura составили 100%, для 5-Vin- 
Ura – 68% (7 ч), для 5-CF3-Ura – 67% (7 ч).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые была получена серия 5-замещенных 
2ʹ-дезоксиуридинов с помощью реакции фермен- 
тативного трансгликозилирования, катализируе- 
мой NDT II L. leichmannii, с использованием в 
качестве источника углеводного остатка 7-метил-
2′-дезоксигуанозина, в том числе практически 
важных 5-F-dUrd, 5-IdUrd и 5-CF3-dUrd, приме- 
няемых в клинической практике в настоящее 
время. Был проведен сравнительный анализ ре- 
акций трансгликозилирования, катализируемых 
ферментами NDT II L. leichmanii и NP E. coli 
(PNP E. coli + TP E. coli). 7-Me-dGuo, использу- 
емый в качестве донора углеводного остатка, 
позволяет добиться высоких выходов целевых 
продуктов, сравнимых с выходами реакций, 
катализируемых NP. Благодаря более широкой 
субстратной специфичности NDT II удалось 
синтезировать 5-CF3-dUrd, попытки получить 
который ранее с помощью TP E. coli были без- 
результатными.

Приведенные в настоящей работе результаты 
исследования, а именно выбор нуклеозида-донора, 
соотношения начальных молярных концентра- 
ций субстратов и выбор фермента-катализатора, 
могут использоваться в дальнейшей разработке и 
оптимизации биохимических методов получения 
практически важных модифицированных нук- 
леозидов.
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Enzymatic Synthesis of Biologically Active 5-Substituted  
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Enzymatic transglycosylation reactions catalysed by Lactobacillus leichmannii nucleoside deoxyribosyl-
transferase type II in the presence of 7-methyl-2′-deoxyguanosine and modified pyrimidine heterocyclic 
bases were studied. The choice of 7-methyl-2′-deoxyguanosine as a nucleoside donor of a carbohydrate 
residue allowed the enzymatic synthesis of 5-substituted 2′-deoxyuridine derivatives in high yields. Bio-
logically active 2ʹ-deoxyuridine derivatives were obtained, three ones currently used in clinical practice 
in antiviral and antitumour therapy. The selected enzyme-catalyst, initial ratios of molar concentrations 
of substrates and the selected nucleoside-donor – source of carbohydrate residue will make it possible to 
develop environmentally friendly biochemical methods for the preparation of practically important modi-
fied nucleosides.

Keywords: enzymatic transglycosylation, 7-methyl-2′-deoxyguanosine, nucleoside deoxyribosyltrans- 
ferase type II, 2′-deoxyuridine, nucleosides, antiviral agents, 5-trifluoromethyl-2'-deoxyuridine, floxuridine, 
idoxuridine


