
ISSN 0233-7657. Біополімери і клітина. 2004. Т. 20. № 5 

БІООРГАНІЧНА ХІМІЯ 

Глікозидні аналоги 6-азацитидину: синтез 
і протиаденовірусна активність 

І. В. Алексеева, Л. Г. Пальчиковська, Л. М. Носач, Л. С. Усенко, 
В. Л. Жовновата, Н. С. Дяченко 

Інститут молекулярної біології і генетики HAH України 
Вул. Академіка Заболотного, 150, Київ, 03143 , Україна 
E-mail: L.Palchykovska@imbg.org.ua 

Інститут мікробіології і вірусології ім. Д . К. Заболотного НАН України 
Вул. Академіка Заболотного, 154, Київ, 03143 , Україна 

За спрощеним варіантом «силільної конденсації» синтезовано низку N 1-глікопіранозидних і 
N1-глікофуранозидних аналогів 6-азацитидину (6-АС) та досліджено їхню протиаденовірусну 
активність у порівнянні з базовою молекулою 6-АС. Показано, що до антиаденовірусної дії 6-АС 
причетне збереження D-рибофуранозного фрагмента. Заміна рибофуранози на рибопіранозу або на 
інший цукор (D-ксилозу, D-глюкозу, L-арабінозу) призводить до втрати аналогом біологічної 
активності, характерної для базової сполуки 

Вступ. Синтетичні азапіримідинові (триазинові) 
нуклеозиди і нуклеотиди, як було встановлено, 
здатні впливати на біосинтез і біотрансформацію 
нуклеїнових кислот, виконуючи важливу функцію 
у регуляції біохімічних процесів [1—3] . Досягну­
тий останнім часом успіх у хіміотерапії вірусних 
інфекцій пов'язаний, безперечно, з дослідженнями 
противірусної дії аномальних нуклеозидів. На ос­
нові аналогів природних нуклеозидів створено і 
впроваджено в медичну практику понад 20 лікар­
ських засобів, які використовують при лікуванні, 
насамперед, хворих, інфікованих вірусом імуно­
дефіциту людини (ВІЛ) та вірусами родини герпесу 
[4] . 

6-Азацитидину (6-АС) притаманний широкий 
спектр біологічної активності, а саме — протипух­
линна, противірусна, протимікоплазмова та імуно-
моделювальна дії [5—9] . Поглиблений конфор-
маційний аналіз молекули 6-АС методом ab initio 
виявив міцний внутрішньомолекулярний водневий 
зв'язок 0 5 Н . . . 0 2 , що, на нашу думку, є одним із 
чинників, які обумовлюють біологічну поведінку 
цього аномального нуклеозиду [10] . Попередні до­
слідження протиаденовірусної активності низки 
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N1-глікозидних аналогів 6-АС показали перевагу 
рибонуклеозиду перед його дезоксіаналогами і 
свідчать про те, що головну роль в активності цього 
ряду сполук відіграє саме 5'ОН група [11] . Для 
подальшого дослідження взаємозв'язків між струк­
турою і функціональною активністю аналогів 6-АС 
вперше синтезовано і проаналізовано на протиаде­
новірусну дію нові глікозиди 6-азацитозину, що 
містять залишки інших цукрів, серед яких ізомери 
D- та L-рибози і D-глюкоза. 

Матеріали і методи. В роботі використано 
органічні розчинники та силілувальні реагенти — 
триметилхлорсилан (ТМХС) і гексаметилдисилазан 
(ГМДС) вітчизняного виробництва, D/+/-вуглево­
ди — рибоза, ксилоза, глюкоза — фірми «Adler-
shof» (Німеччина) та L-арабіноза («Реахим», Ро­
сія), тетрахлорид олова («Janssen», Бельгія), силі­
кагель G-60 для препаративної хроматографії та 
платівки для хроматографії у тонкому шарі (ТШХ) 
фірми «Мегск» (Німеччина). 5-Метилмеркапто-
1,2,4-триазин-3(2Н)-он синтезовано за методом 
[11] . 1,2,3,5-Тетра-О-ацетил-рибофуранозу, 1,2,-
3,4-тетра-О-ацетильні похідні ксилопіранози і ара-
бінопіранози отримано за розробленими методика­
ми [12] . 1,2-Діацетил-3,5-дибензоїлксилофуранозу 
синтезовано, як описано у роботі [13] . 
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Спектри 'Н ЯМР розчинів N1-глікозидів у 
DMSO-d 6 («Fluka», Німеччина) реєстрували на спе­
ктрометрі VXR-300 («Varian», США) з використан­
ням внутрішнього стандарту — тетраметилсилану. 
УФ спектри поглинання водних розчинів нуклео-
зидів записували на спектрофотометрі «Specord 
М40» («Zeiss Jena», Німеччина). 

Одержання Nl-a-L- і N l-ji-D-глікопіранозидів 
6-азацитозину (загальна методика). До суспензії 
триазинової основи (3,0 ммоль) у 25 мл ацето-
нітрилу додавали 3,3 ммоль перацилвуглеводу, 
24 ммоль (0,52 мл) ГМДС, 4,8 ммоль (0,6 мл) 
ТМХС та 4,8 ммоль (0,6 мл) тетрахлориду олова. 
Реакційну суміш перемішували в атмосфері аргону 
при кімнатній температурі протягом 4—10 год. 
Контроль за перебігом реакції здійснювали мето­
дом ТШХ у системі хлороформ:метанол (95:0,5). 
Осад видаляли, а фільтрат випаровували на роторі 
до маслоподібного залишку. Останній розчиняли в 
100 мл хлороформу і послідовно промивали водою, 
насиченим розчином ацетату натрію і знову водою. 
Органічний шар сушили безводним сульфатом нат­
рію, концентрували і наносили на хроматографічну 
колонку для виділення нуклеозидного продукту. 
Ацильований N-глікозид розчиняли в 10 мл спир­
ту, до розчину додавали 40 мл NH 4 OH і витриму­
вали при кімнатній температурі упродовж 16— 
18 год. Продукт виділяли і очищували криста­
лізацією із спирту. 

N l-fi-D-ксилофуранозид 6-азацитозину (IVa). 
Ацильований ксилофуранозид триазинової основи 
одержували аналогічно вищенаведеному способу 
при тому ж співвідношенні реагентів. Після очи­
щення за допомогою препаративної (колоночної) 
хроматографії на силікагелі продукт реакції оброб­
ляли 25 %-м водним розчином аміаку (16 год, 
20 °С) і виділяли дибензоатне похідне нуклеозиду. 
Бензоїльні групи деблокували метилатом натрію. 
Цільовий ксилофуранозид (IVa) кристалізували з 
водного спирту. 

Визначення протиаденовірусної активності 
глікозидних аналогів 6-АС. Використано еталонний 
штам аденовірусу людини типу 5 та перевивні 
епітеліальні лінії клітин Нер-2 і HeLa. Протиаде-
новірусну активність синтезованих речовин визна­
чали за пригніченням кількості інфікованих клітин 
у досліді (інфіковані клітини, оброблені речовина­
ми) порівняно з контролем (необроблені інфіковані 
клітини) і виражали у відсотках. Інфіковані клі­
тини візуалізували за наявністю в ядрах характер­
них ДНК-вмісних включень, які виявляли методом 
люмінесцентної мікроскопії клітин, флюорохромо-
ваних акридиновим оранжевим, як описано в [7] . 
Мінімальною інгібуючою концентрацією (МІК) 

вважали ту, за якої речовина зменшувала кількість 
інфікованих аденовірусом клітин на 50 %. 

Результати і обговорення. Раніше у дослід­
женнях серії дезоксипохідних 6-азацитидину дове­
дено необхідність наявності 5'ОН групи для збере­
ження антиаденовірусної активності цих сполук. 
Елімінація усіх гідроксильних груп у фурановому 
циклі цукрового фрагмента молекули нуклеозиду 
призводить до втрати антиаденовірусної активності 
[11]. Характер структурних варіацій вуглеводної 
частини нуклеозиду у представленій роботі стосу­
вався кількості та розташування гідроксильних 
груп у використаних енантіомерних формах пентоз 
і гексоз, у тому числі і ОН групи в положеннях 5' 
або 6'. Сукупність цих ознак, як відомо, формує 
просторовий стан молекули в цілому. Виходячи з 
цього завдання дослідження полягало у синтезі 
низки глікопіранозидних і глікофуранозидних ана­
логів 6-АС і їхнього біотестування у системі аде­
новірус—клітина. 

Для одержання глікозидних аналогів 6-АС за­
стосовано спрощений варіант «силільної конден­
сації» [11, 14] , який дозволяє отримувати ацильо-
вані триазинові нуклеозиди з передбаченою струк­
турою. За цим методом у реакцію вводять «вільну», 
неактивовану основу (у нашій роботі — 5-метил-
меркаптотриазин) та найширше коло відповідно 
захищених цукрів як у фуранозній, так і піраноз-
ній формах. Раніше нами показано [15] , що мож­
ливості цього так званого «одностадійного» синте­
тичного підходу, який поєднує обидва процеси — 
силілування триазинової основи та глікозилюван-
ня, — досить широкі. 

Синтез здійснювали в абсолютному ацетоніт-
рилі за присутності силілувальних агентів та над­
лишку каталізатора відносно основи. Використано 
перацильовані похідні трьох D-цукрів (D-рибоза, 
D-ксилоза і D-глюкоза) з однаковою просторовою 
конфігурацією С2-замісника і одного представника 
L-цукрів (L-арабіноза) із зворотною С2-ацилокси-
функцією (схема). 

Перетворення під впливом каталізатора аци-
льованих D-цукрів у активовану форму, тобто в 
1,2-ацилоксонієвий катіон з тотожною циклічною 
просторовою структурою, мало забезпечити форму­
вання відповідних глікозидів з /S-D-конфігурацією 
(за SN2 механізмом глікозилювання [16]). І, на­
впаки, перетворення похідного «-L-арабінози в ци­
клічний ацилоксонієвий іон, що стерично блокує 
атаку силільної основи з протилежного, ніж у 
похідних D-цукрів, положення, сприяє отриманню 
сполук з а-конфігурацією глікозидного зв'язку. 

Ацетильовані глікозидні похідні метилмеркап-
тотриазину переводили у цільові продукти оброб-

436 



П р и м і т к а . *Дані представлено згідно з [20 ] . 

кою водним розчином аміаку. При цьому одночас­
но відбувалося амінування основи та деацетилю-
вання захисних груп цукрів. Бензоїльний захист 
(сполука Ша) деблокували розчином метилату 
натрію у метанолі. Синтезовані сполуки криста­
лізували із суміші води та етанолу. Отримано 
безбарвні, з високою температурою топлення речо­
вини, добре розчинні у воді та нижчих спиртах. 

Виходи нуклеозидів у розрахунку на триазино-
ву основу були меншими, ніж для 6-АС, синтезо­
ваного за тих же умов, і складали 56—62 %. 
Фізико-хімічні характеристики N1-глікозидних 
аналогів 6-АС подано в табл. 1. 

Регіо- та стереоспецифічність реакції глікози-
лювання встановлювали за допомогою даних ЯМР 
і УФ спектроскопії. Відсутність у аналогів 6-АС в 
спектрах ЯМР сигналу протона N-H триазинового 

кільця в області слабкого поля (11—12 м. ч.) 
підтверджує N1-положення цукрового залишку у 
синтезованих сполук. У той же час для дослід­
жуваних глікозидів спостерігається значна варіа­
бельність положення сигналів аномерного (СГН) 
протона. Зауважимо при цьому, що НІ'-протон 
6-АС найбільш дезекранований відносно аномерних 
протонів інших сполук (значення хімзсуву дорів­
нює 6,0 м. ч., табл. 1). Останнє може бути спричи­
нене, на наш погляд, втягненням його у внутріш-
ньомолекулярний зв'язок, а саме — з групою С2=0 
або N6 атомом аглікону. Така інтерпретація свід­
чить на користь попередніх квантово-хімічних ха­
рактеристик 6-АС в ізольованому стані, де було 
виявлено міцний внутрішньомолекулярний H T - N 6 
зв'язок з енергією - 4 , 4 ккал/моль [17] . Утворення 
подібного водневого зв'язку можна припустити і 
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Таблиця 2 

П р и м і т к а . *6-Аза-2'-дезоксицитидин. Нд — не досліджували. 

для сполуки IVf з близьким значенням сигналу 
С Г - Н протона (5,9 м. ч.). Константа спін-спінової 
взаємодії ( J I 2 . — другий інформативний у струк­
турному плані параметр) аномерного протона з 
протоном С2' атома знаходиться у вузькому діа­
пазоні значень (9,0—9,5 Гц) для низки D-глі-
копіранозидів (сполуки IVb, d, е ) , а також ксило-
фуранозида IVa. Це обумовлено транс-діаксіаль-
ним розміщенням протонів Н Г та Н2' і відповідає 
/?-конфігурації глікозидного центра цих сполук [18, 
19] . Для a-L-арабінопіранозиду (IVf) константа 
J, 2. за своїм значенням відповідає аксіально-еква­
торіальному розташуванню зазначеної протонної 
пари [18, 19]. 

За даними УФ спектрів (наявність у аналогів 
типових для 6-АС зсувів максимуму поглинання 
при зміні рН середовища), підтверджено позиційну 
ідентичність цукрового фрагмента у всіх синтезова­
них за наведеною вище схемою сполук. 

Результати проведених противірусних дослід­
жень наведено в табл. 2. Вони свідчать про те, що 
N1-глікозидні аналоги 6-АС, які замість рибофура-
нози мають інші цукри, а саме — ксилозу (у фура-
нозній та піранозній формах), рибопіранозу і глю-
копіранозу, неактивні стосовно аденовірусу типу 5 
навіть у концентраціях, що перевищують МІК 
6-АС у десятки разів. 

Незначну активність проявляє L-арабінопіра-
нозид 6-азацитозину, який зменшує кількість інфі­
кованих клітин менш ніж на 50 % лише у макси­
мальній нетоксичній концентрації — 125 мкг/мл, у 
той час як МІК 6-АС складала 0,5 мкг/мл [11] . 
Слід зауважити, що депо-форма 6-АС, його тетра-
ацетильне похідне, зберігала активність базової 
молекули. МІК тетраацетил-6-азацитидину стано­
вила 0,125 мкг/мл, тобто була у чотири рази 
меншою порівняно з 6-АС. 

Таким чином, дослідження антиаденовірусної 
активності глікозидних аналогів 6-АС засвідчують, 
що в антиаденовірусній дії 6-азацитидину має зна­

чення збереження у вуглеводному фрагменті його 
молекули залишку D-рибофуранози. Заміна його 
на рибопіранозу або на інший цукор — D-ксилозу, 
L-арабінозу, D-глюкозу призводить до втрати вив­
ченої нами біологічної активності 6-АС. 

Слід зазначити, що піранозний цикл досить 
гнучкий і для нього спостерігається значно більше, 
ніж для фуранозного, можливих конформаційних 
переходів. Для стереоізомерних сполук IV (b, d, f) 
з піранозною формою цукру сітка Н-зв'язків, що 
стабілізують конформацію нуклеозидів з syn-орієн-
тацією, можливо, дещо послаблена. Саме відсут­
ність С5'ОН групи позбавляє молекулу аналога 
найміцнішого внутрішньомолекулярного водневого 
зв'язку з карбонілом у положенні 2 аглікону. На 
нашу думку, Н-зв'язки — N6. . .СГ-Н, С 2 Н . . . 0 2 та 
С Г Н . . . 0 2 стабілізують конформацію, дещо від­
мінну від syn-конформації 6-АС. В разі ксилофура-
нозиду IVa, незважаючи на присутність С5'-ОН 
групи, транс-діаксіальне розміщення віцинальних 
С2'- та СЗ'-гідроксилів якимось чином змінює сис­
тему Н-зв'язків у молекулі і, як наслідок, спричи­
нює втрату ксилофуранозидом антиаденовірусної 
активності. 

Висновки. Вперше за спрощеним методом «си­
лільної конденсації» синтезовано нові глікозидні 
аналоги 6-АС. На модельній системі аденовірус— 
клітина проведено дослідження антивірусної дії от­
риманих сполук у порівнянні з 6-АС. Дані тесту­
вання показали значне послаблення антиадено­
вірусної активності в ряду 6-АС-тетраацетат > 
> 6-АС > 6-dAC > арабінопіранозид-6-азацитозин > 
> глюкопіранозид-6-азацитозину. 

У рибопіранозиду, ксилопіранозиду, ксилофу-
ранозиду 6-азацитозину антиаденовірусна дія від­
сутня. На нашу думку, послаблення або відсутність 
антиаденовірусної активності у глікозидних ана­
логів 6-азацитидину викликане значною відмін­
ністю їхньої просторової структури, а також кон­
формацією, яка реалізується у біологічній системі. 
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I. V. Alexeeva, L. J. Palchikovskaya, L. N. Nosach, L. S. Usenko, 
V. L. Zhovnovataya, |л/. 5. Dyachenko | 

The glycosilic analogues of 6-aza-cytidine: synthesis and antiviral 

activity 

Summary 

A number of Nl-glycopyranosyt and Nl-glycofuranosyl 6-aza-
cytidine analogues were synthesized by one-step esilylic conden­
sation!) method. Antiadenovirus activity of these compounds in 
comparison with parent 6-azacytidine was studied. Preserving D-
ribofuranosylic fragment in the analog molecule has been shown 
necessary for this biological activity. Commutation of this sugar 
moiety into D-xylose, D-glucose, L-arabinose or even commutation 
of D-ribofuranosylic fragment into ribopyrano ring in 6-azacytidine 
molecule leads to the loss in antiadenovirus activity. 

И. В. Алексеева, Л. И. Пальчиковская, Л. Н. Носач, 
Л. С. Усенко, В. Л. Жовновата, С. Дяченко \ 

Гликозидные аналоги б-азацитидина: синтез и 
антиаденовирусная активность 

Резюме 

Упрощенным методом «силильной конденсации» синтезирован 
ряд N 1-гликопиранозидных и N 1-гликофуранозидных аналогов 
6-азацитидина (6-АС) и изучена их антиаденовирусная актив­
ность в сравнении с ключевым соединением — 6-азацитиди-
ном. Показано, что для проявления аналогом антивирусного 
действия необходимо сохранение D-рибофуранозного фрагмен­
та молекулы. Замена его другим моносахаридом (D-ксилозой, 
D-глюкозой, L-арабинозой) или даже замена фуранозной фор­
мы на пиранозную в D-рибозном фрагменте 6-АС приводит к 
потере антиаденовирусной активности. 
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