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ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ ОДНОРЕАКТОРНЫЙ ПРЕПАРАТИВНЫЙ СИНТЕЗ  
6-ТИО-2′-ДЕЗОКСИГУАНОЗИНА 

Аннотация. Разработан усовершенствованный биотехнологический способ получения 6-тио-2′-дезоксигуано
зина – модифицированного нуклеозида, проявляющего уникально широкий спектр противоопухолевой активности. 
Препаративный однореакторный способ включает инкубирование при температуре 45 ℃ 6-тиогуанина и 2′-дезокси-
тимидина в фосфатном буфере в присутствии рекомбинантных тимидинфосфорилазы и пуриннуклеозидфосфори-
лазы Escherichia coli и отличается от известного способа-аналога тем, что 2′-дезокситимидин и 6-тиогуанин вносят 
в реакционную смесь в количествах, намного превышающих их водорастворимость. Использование предлагаемого 
способа получения 6-тио-2′-дезоксигуанозина обеспечивает по сравнению с известным способом-прототипом уве-
личение выхода целевого продукта в расчете на исходный 2′-дезокситимидин с 14,6 до 33,5 % и повышение волюмет
рического выхода целевого продукта с 4,13 до 75,8 г/л реакционной смеси. Это существенно повышает эффектив-
ность использования единицы объема биореактора. Предлагаемый метод высокотехнологичен и может быть успеш-
но применен в условиях производства.
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ONE-POT ENZYMATIC PREPARATIVE SYNTHESIS OF 6-THIO-2′-DEOXYGUANOSINE

Abstract. An improved biotechnological method for producing 6-thio-2′-deoxyguanosine, a modified nucleoside exhibi
ting a uniquely broad spectrum of antitumor activity, has been developed. The one-pot preparative method involves incubation 
of 6-thioguanine and 2′-deoxythymidine at 45 °C in phosphate buffer in the presence of recombinant Escherichia coli 
thymidine phosphorylase and purine nucleoside phosphorylase. This method is distinct from the known analogue method  
in that 2′-deoxythymidine and 6-thioguanine are added to the reaction mixture in amounts that far exceed their water solubi
lity. Utilizing the disclosed method of producing 6-thio-2′-deoxyguanosine increases yield of the end product based on the 
starting 2′-deoxythymidine from 14.6 to 33.5 % compared to the known prototype method and raises volumetric yield of the 
end product from 4.13 to 75.8 g/l of the reaction mixture. This significantly improves the efficiency of using a unit volume  
of the bioreactor. The proposed technology is high-tech and can be successfully applied under largescale production conditions.
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Введение. Модифицированные аналоги нуклеозидов представляют собой группу синтетиче-
ских молекул, которые имитируют природные нуклеозиды и широко используются в качестве 
противоопухолевых средств и для лечения некоторых вирусных инфекций с конца 1960-х гг. [1−3]. 
В последнее время эти соединения также привлекают повышенное внимание из-за их потенци-
ального использования для борьбы с устойчивостью бактерий к антибиотикам [4].

В настоящее время биокаталитический синтез модифицированных нуклеозидов приобретает 
все большую популярность по сравнению с традиционными многостадийными и более экологи-
чески вредными химическими методами [5−7].
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Синтез, катализируемый ферментами в составе целых клеток или в виде очищенных белков, 
имеет ряд преимуществ, таких как возможность проведения реакции в одном сосуде, контроли-
руемая стерео-, регио- и энантиоспецифичность, а также мягкие условия реакции. В связи с этим 
наиболее часто используемым путем синтеза модифицированных нуклеозидов является реакция 
трансгликозилирования, катализируемая нуклеозидфосфорилазами или 2′-дезоксирибозил-
трансферазами [8, 9].

Модифицированный нуклеозид 6-тио-2′-дезоксигуанозин (6ТДГ) обладает уникально широ-
ким спектром противоопухолевой активности, и на его основе как субстанции разрабатываются 
многообещающее таргетные препараты с двойным эффектом, выражающимся, с одной стороны, 
в избирательном уничтожении раковых клеток, а с другой – в активации хозяйского противо
опухолевого иммунитета [10−12].

Химические методы синтеза 6ТДГ не являются экологически чистыми и характеризуются 
многостадийностью и низкими выходами [13−15].

Следует отметить, что впервые возможность ферментативного синтеза 6ТДГ (из дезоксири
бозо-1-фосфата и 6-тиогуанина (6ТГ) с помощью пуриннуклеозидфосфорилазы (ПНФазы) жи-
вотного происхождения) была продемонстрирована в 1964 г. [16].

Ранее в нашей лаборатории была продемонстрирована возможность получения 6ТДГ [17]  
из 2ʹ-дезокситимидина (dThd) и 6TГ при последовательном действии двух ферментов – тимидин-
фосфорилазы (ТФазы) и ПНФазы, изолированных из клеток двух рекомбинантных штаммов 
Escherichia coli (рис. 1).

На первой стадии процесса ТФаза с участием неорганических фосфат-ионов (Pi) расщепляет 
dThd на тимин (Thy) и 2-дезоксирибозо-1-фосфат (промежуточный продукт). На второй стадии 
ПНФаза из 2-дезоксирибозо-1-фосфата и 6TГ синтезирует 6ТДГ с высвобождением Pi.

Важно отметить, что исходные реагенты (нуклеозид и азотистое основание) в описанном ва-
рианте синтеза [17] берутся в низких (соответственно 0,1 и 0,02 моль/л) концентрациях. Процесс 
ведут при температуре 45 °С в 0,01 М калий-фосфатном буфере (рН 7,0) в течение 50 мин. 
Степень молярной конверсии 6TГ в 6ТДГ в реакционной смеси близка к количественной 
(99−100 %). После выделения целевого продукта из реакционной смеси путем упаривания ее до-
суха и многократной экстракции побочных продуктов реакции этанолом получили 0,43 г 6ТДГ 
с выходом 73 % на затраченный 6TГ. При этом так называемый волюметрический выход 6ТДГ 
(выражается в количестве целевого продукта, получаемого с единицы объема реакционной сме-
си [18]) составляет всего 4,13 г/л.

Переход биотехнологической научной разработки, выполняемой, как правило, вначале в ана-
литическом варианте (предполагает использование минимального количества реагентов и ката-
лизаторов), на промышленный уровень требует повышенного количества ферментов и соответ-
ствующего препаративного оборудования. Проблема доступности ферментов-биокатализаторов 

Рис. 1. Схема синтеза 6ТДГ с использованием рекомбинантных нуклеозидфосфорилаз

Fig. 1. Scheme of 6TDG synthesis using recombinant nucleoside phosphorylases
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была решена нами путем создания генно-инженерных штаммов E.  coli − продуцентов ТФазы 
и ПНФазы, которые депонированы в Белорусской коллекции непатогенных микроорганизмов 
под номерами БИМ В-2074 Д и БИМ В-452 Д соответственно.

При создании промышленных технологий получения химических и фармакологических суб-
станций (в отличие от аналитических способов синтеза) на первый план выступает не только 
количественное значение конечного выхода целевого продукта, но и экономическая составляю-
щая, во многом зависящая от эффективности использования исходных реагентов и оборудова-
ния. В этой связи недостатками описанного нами ранее аналитического способа при его приме-
нении для получения десятков и сотен граммов 6ТДГ являются, с одной стороны, невысокий 
волюметрический выход 6ТДГ, что обуславливает низкую эффективность использования единицы 
объема биореактора; с другой ‒ невысокий выход 6ТДГ в расчете на затраченный dThd (14,6 %), 
что приводит к высокому расходу этого нуклеозида, составляющему 5,81 г на получение 1 г целе
вого продукта.

Указанные недостатки ограничивают возможность применения рассматриваемого способа 
в условиях промышленного производства. Настоящее исследование посвящено изучению воз-
можности повышения волюметрического выхода реакции синтеза 6ТДГ, что будет способство-
вать решению проблемы уменьшения объема биореактора, используемого для биокаталитиче-
ского синтеза этого нуклеозида.

Материалы и методы исследования. В работе использовали рекомбинантную ПНФазу 
штамма E. coli БИМ В-452 Д и рекомбинантную ТФазу штамма E. coli БИМ В-2074 Д.

Реакционная смесь объемом 400 мл состояла из следующих компонентов: 0,8 М dThd, 0,4 М 
6ТГ, 50 мМ калий-фосфатный буфер (pH 7,0), 180 ед/мл ТФазы и 20 ед/мл ПНФазы. Реакционную 
смесь инкубировали 6 ч при температуре 45 ℃ с перемешиванием.

Пробы отбирали каждые 30 мин, прогревали 2 мин при 100 ℃, разбавляли в 400 раз дистил-
лированной водой высокой степени очистки (H2Omq) и фильтровали через шприцевой фильтр с раз-
мером пор 0,22 мкм. Накопление продуктов реакции оценивали методом тонкослойной хрома- 
тографии (ТСХ) на пластинах Silufol-UV254 (Merk, Германия) в системе растворителей изопро-
панол–хлороформ–35%-й водный аммиак (10  :  10  :  1; об.), а также с помощью жидкостной 
хроматографии высокого давления (ВЭЖХ) на колонке Luna C18(2) размером 4,6 × 150 мм c диа-
метром частиц сорбента 5 мкм (Phenomenex, США) с использованием хроматографической  
системы Wooking K2025 (Hanon, КНР). Регистрацию пиков осуществляли при длине волны  
260 нм. Площади пиков рассчитывали с использованием программного обеспечения Wookinglab 
(Hanon).

Для оценки чистоты полученной химической субстанции 6ТДГ взвешивали точную навеску 
28,3 мг, разводили в 100 мл H2Omq с добавлением диметилсульфоксида (Carl Roth, Германия) и ана-
лизировали методом ВЭЖХ. Присутствие примесей в образце определяли по наличию дополни-
тельных пиков на хроматограмме, время выхода которых отличается от времени выхода стан-
дартного образца 6ТДГ.

Структуру полученного соединения подтверждали с помощью УФ-, 1Н-ЯМР-спектроскопии 
и масс-спектрометрии. Спектры поглощения записывали на регистрирующем спектрофотометре 
РВ-2201А (Solar, Республика Беларусь). Спектр ЯМР записывали на спектрометре Avance-500-DRX 
(Bruker, Германия). Масс-спектрометрический анализ осуществляли на масс-спектрометре 
Agilent 1200 LC/MC (Agilent Technologies, США).

Приведенные в работе экспериментальные данные представляют собой доверительный интер-
вал среднего арифметического для 95%-го уровня вероятности.

Результаты и их обсуждение. Главным недостатком предложенного нами ранее фермента-
тивного способа получения 6ТДГ является его сравнительно невысокий волюметрический вы-
ход, составляющий всего 4,13 г/л реакционной смеси. По нашему мнению, указанное обстоя-
тельство обусловлено тем, что процесс ведется в условиях, когда исходные субстраты (dThd и 6TГ) 
присутствуют в реакционной смеси только в растворенном состоянии в низкой концентрации.

В данной работе нами был осуществлен подбор оптимального содержания исходных суб-
стратов (6TГ и dThd) в реакционной смеси и их соотношения, в качестве отправной точки был 
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взят вариант, описанный в способе-прототипе. При этом в серии экспериментов при одновремен-
ном увеличении количества обоих субстратов параллельно изменяли их молярное соотношение 
от 1 : 5 (вариант прототипа) до 1 : 1.

В результате была определена максимально возможная загрузка реагентов, позволяющая 
поддерживать консистенцию реакционной смеси в необходимом полужидком состоянии, обес
печивающем техническую возможность проведения требуемого ферментативного процесса. При 
этом максимально возможное количество вносимого 6ТГ (как гораздо менее растворимого ком-
понента) составило 0,4 моль/л. Результаты этого эксперимента приведены в табл. 1.

Т а б л и ц а  1. Зависимость степени конверсии 6ТГ в 6ТДГ от молярного соотношения 
исходных субстратов

T a b l e  1. Dependence of the degree of 6TG conversion into 6TDG on the molar ratio  
of the starting substrates

Молярное соотношение  
6TГ и dThd

Степень конверсии 6TГ в 6ТДГ  
в реакционной смеси, %

Относительная  
эффективность, %

1 : 1 72 ± 4 73,5
1 : 1,5 87 ± 5 88,8
1 : 2 98 ± 3 100
1 : 3 98 ± 2 100
1 : 4 Технически затруднено ‒

Как следует из данных табл. 1, максимальный выход целевого продукта достигается при дву-
кратном молярном избытке dThd по отношению к количеству 6TГ. Использование трехкратного 
избытка dThd является нецелесообразным.

Далее была экспериментально подобрана концентрация используемого в реакции калий-фос-
фатного буфера. Следует отметить, что в данном случае буфер обеспечивает не только поддер-
жание необходимой рН реакционной среды, но и является источником фосфат-ионов, непосред-
ственно участвующих в биохимической реакции. При этом влияние описываемого параметра на 
эффективность процесса неоднозначно. С одной стороны, повышение концентрации ионов фос-
фата благоприятствует фосфоролизу dThd, приводящему к образованию промежуточного про-
дукта (дезоксирибозо-1-фосфата), необходимого для синтеза 6ТДГ. С другой стороны, фосфат-
ионы могут способствовать фосфоролитическому разложению самого образующегося целевого 
продукта.

Степень конверсии 6TГ в 6ТДГ (без выделения целевого продукта) в реакционной смеси, со-
держащей калий-фосфатный буфер с различной концентрацией, представлена в табл. 2. Из при-
веденных данных следует, что оптимальная концентрация вносимого в реакционную смесь ка-
лий-фосфатного буфера находится в пределах 0,02‒0,05 М. Следует отметить, что применение 
его концентраций, превышающих 0,05 М, – нерационально.

Т а б л и ц а  2. Зависимость степени конверсии 6ТГ в 6ТДГ  
от концентрации калий-фосфатного буфера в реакционной смеси

T a b l e  2. Dependence of the degree of 6TG conversion in 6TDG on the concentration  
of potassium phosphate buffer in the reaction mixture

Концентрация калий-фосфатного буфера  
в реакционной смеси, мМ

Степень конверсии 6TГ в 6ТДГ  
в реакционной смеси, %

Относительная  
эффективность, %

0,0 0,0 0,0
0,27 72,0 72,1
5,0 96,2 96,3
10,0 97,6 98,6
20,0 99,5 99,6
50,0 99,9 100
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Концентрация калий-фосфатного буфера  
в реакционной смеси, мМ

Степень конверсии 6TГ в 6ТДГ  
в реакционной смеси, %

Относительная  
эффективность, %

100,0 98,4 98,5
150,0 97,6 97,7
200,0 96,9 97,0
300,0 95,8 95,9

В подобранных условиях реакции нами был осуществлен катализируемый ферментами ТФазой 
и ПНФазой однореакторный синтез 6ТДГ в реакционной смеси объемом 400 мл. Динамика  
накопления целевого продукта реакции представлена на рис. 2.

Следует отметить, что в повторных препаративных синтезах максимальная степень конвер-
сии 6TГ в 6ТДГ, достигающая 98‒99 мол. %, наблюдалась в интервале 4‒6 ч от начала реакции.

Изменение состава компонентов реакционной смеси отслеживали методами ТСХ и ВЭЖХ. 
ВЭЖХ-хроматограмма, представленная на рис. 3, отражает содержание основных субстратов 
и продуктов реакции в реакционной смеси в конечной точке (спустя 6 ч инкубирования).

Окончание табл. 2

Рис. 2. Динамика накопления 6ТДГ в реакционной смеси

Fig. 2. Dynamics of 6TDG accumulation in the reaction mixture
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Рис. 3. ВЭЖХ-хроматограмма состава реакционной смеси спустя 6 ч инкубирования:  
1 – Thy; 2 – 6ТГ; 3 – dThd; 4 – 6ТДГ

Fig. 3. HPLC chromatogram of the composition of the reaction mixture after 6 hours of incubation:  
1 – Thy; 2 – 6TG; 3 – dThd; 4 – 6TDG
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Согласно данным хроматограммы время элюции с колонки основных компонентов реакци-
онной смеси составило: для Thy – 7,108 мин, 6TГ – 8,185 мин, dThd – 15,130 мин, 6ТДГ – 
15,600 мин.

Спустя 6 ч инкубирования конечную реакционную смесь фильтровали на стеклянном филь-
тре. Для удаления остаточных количеств белков осадок промывали 2 раза водой и отфильтровы-
вали. За 2 цикла отмывки практически удалось избавится от dThd и Thy. Наиболее трудоемким 
является удаление 6ТГ из-за его слабой растворимости. В дальнейших отмывках применяли 
этиловый спирт (98 %), в котором 6ТГ наиболее растворим.

После заключительного этапа отмывки субстанцию 6ТДГ фильтровали и высушивали 
при комнатной температуре 24 ч в защищенном от света месте. Полученный порошок гомо-
генизировали.

В результате препаративного ферментативного синтеза в реакционной смеси объемом 400 мл 
и последующего выделения конечного продукта реакции получено 30,46 г химической субстан-
ции 6ТДГ с чистой 99,6 % согласно ВЭЖХ (рис. 4).

При хроматографировании на тонкослойных пластинках Silica gel 60 F254 (Merck) подвиж-
ность целевого продукта совпадала с Rf контрольного препарата 6ТДГ фирмы MedChemExpress 
(США).

Рис. 4. ВЭЖХ-хроматограмма очищенной субстанции 6ТДГ (a) и референсного образца 6ТДГ (b)

Fig. 4. HPLC chromatogram of purified 6TDG substance (a) and reference 6TDG sample (b)
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Данные 1H-ЯМР-спектроскопии полученной субстанции 6ТДГ (раствор в DMSO-d6, δ): 8.09 s 
(1H, H-8); 6.79 bs (NH2); 6.08 dd (1H, H-1′); 4.31 m (1H, H-3′); 3.78 m (1H, H-4′); 3.50 m (2H, H-2′); 
2.53 m (1H, H-5′); 2.12 m (1H, H-5′′), а также положения максимумов поглощения в ультрафиолето-
вом спектре (λmax = 260 нм, 342 нм) (рис. 5), соответствуют показателям для референсного об-
разца 6TДГ (MedChemExpress).

Значения изотопных пиков масс-спектрометрического анализа 6ТДГ 168,0 и 284,0 m/z соот-
ветствуют ионам [(6ТГ)+H+]+ и [(6ТДГ)+H+]+ соответственно (рис. 6).

Сравнение известного аналитического и разработанного препаративного способов получе-
ния 6ТДГ представлено в табл. 3. Использование предлагаемого способа получения 6ТДГ обе-
спечивает по сравнению с известным способом-прототипом увеличение выхода целевого про-
дукта в расчете на исходный нуклеозид (dThd) с 14,6 до 33,5 % и повышение волюметрического 
выхода целевого продукта с 4,13 до 75,8 г/л реакционной смеси. Расход dThd на получение 1 г 
целевого продукта снижается с 5,81 до 2,53 г и существенно повышается эффективность исполь-
зования единицы объема биореактора.

Т а б л и ц а  3. Сравнение показателей известного и разработанного способов получения 6ТДГ

T a b l e  3. Comparison of parameters of the known and developed methods of 6TDG production

Сравниваемые параметры Прототип Предлагаемое техническое решение

Концентрация dThd 100 ммоль/л 800 ммоль/л
Концентрация 6ТГ 20 ммоль/л 400 ммоль/л
Волюметрический выход 6ТДГ 4,13 г/л 75,8 г/л
Выход 6ТДГ на затраченный dThd 14,6 % 33,5 %
Выход на затраченный 6ТГ 73,0 % 67,0 %
Затраты dThd 5,81 г/г целевого продукта 2,53 г/г целевого продукта

Рис. 5. УФ-спектр полученной субстанции 6ТДГ

Fig. 5. UV spectrum of the obtained 6TDG substance

Рис. 6. Масс-спектр полученной субстанции 6ТДГ

Fig. 6. Mass spectrum of the obtained 6TDG substance
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Заключение. Таким образом, в отличие от описанного ранее аналитического способа синте-
за, в настоящем исследовании в реакционную смесь нами внесены повышенные количества ис-
ходных субстратов, в частности, содержание 6TГ повысили с 0,02 до 0,4 моль/л, а содержание 
dThd подняли с 0,1 до 0,8 моль/л, при этом снизив его избыток по отношению к 6TГ с пятикрат-
ного до двукратного. Также увеличили (с 0,01 до 0,02 М) экспериментально подобранную кон-
центрацию калий-фосфатного буфера, обеспечивающего необходимое для участия в процессе 
фосфоролиза dThd количество неорганического фосфата.

Существенно, что в предложенном нами варианте в начале процесса в растворенном состоя-
нии находится только небольшая часть исходных dThd и 6TГ. Но по мере синтеза 6ТДГ проис-
ходит постепенное дорастворение этих субстратов, находящихся в осадке. Следует отметить, 
что использование исходных нуклеозида и азотистого основания в концентрациях больших, чем 
в предложенном варианте, нерационально и малоэффективно, так как приводит к значительным 
техническим трудностям, связанным с перемешиванием реакционной смеси.

Отличительные особенности предложенного нами технического решения являются суще-
ственными ввиду того, что только при использовании указанных параметров процесса удается 
достичь цели настоящего исследования – многократного повышения волюметрического выхода 
целевого продукта. Кроме того, при этом повышается более чем в 2 раза выход 6ТДГ в расчете 
на затраченный dThd. Предлагаемый метод высокотехнологичен и может быть успешно приме-
нен в условиях производства.
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