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Цели. С развитием и совершенствованием новых систем доставки для веществ различ-
ного характера, вновь приобретают актуальность фосфорорганические соединения с ан-
тиметаболитным механизмом действия. К ним можно отнести, например, фосфорор-
ганические аналоги карбоновых кислот, такие как N-фосфонацетил-L-аспартат (PALA) 
и N фосфонацетил-L-изоаспарагин, являющиеся биорационально разработанными ана-
логами переходного состояния карбамоиласпартата в реакции биосинтеза пиримидино-
вых оснований, которая катализируется ферментом аспартат-транскарбамоилазой 
(ATCase). Несмотря на высокую активность эти соединения не нашли широкого примене-
ния из-за большого количества побочных эффектов и низкой биодоступности. С учетом 
открывающихся возможностей по доставке фосфатных и фосфонатных производных в 
клетки-мишени, получение более эффективных аналогов PALA кажется интересной и 
перспективной задачей. Поэтому целью данной работы являлись синтез и исследование 
биологической активности новых производных фосфонуксусной кислоты – N-(α-диэтокси-
фосфорилциклопропилкарбонил)-замещенных аминокислот – аналогов N-фосфоноаце-
тил-L-аспартата (PALA). 
Методы. Для направленной работы в рамках исследования применяли метод молеку-
лярного докинга, который позволяет смоделировать связывание N-(α-диэтоксифосфо-
рилциклопропилкарбонил)-замещенных аминокислот с аспартат-транскарбамоилазой. 
Целевые соединения были синтезированы с использованием классических методов орга-
нического синтеза. Исследование цитотоксичности проводили по отношению к клеточ-
ным  линиям  рака  молочной железы человека (MDA-MB-231), рака кожи (А-375) и глио-
бластомы (U-87 MG). 

УДК 547.1

https://doi.org/10.32362/2410-6593-2020-15-5-26-35

© И.С. Кузьмин, Д.Ю. Юрьев, Г.А. Топорков, А.В. Калистратова, Л.В. Коваленко, 2020

ISSN 2410-6593 (Print), ISSN 2686-7575 (Online)

ХИМИЯ И ТЕХНОЛОГИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ
И БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ СОЕДИНЕНИЙ

CHEMISTRY AND TECHNOLOGY OF MEDICINAL COMPOUNDS 
AND BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2020;15(5):26-35

НАУЧНАЯ СТАТЬЯ

26



И.С. Кузьмин, Д.Ю. Юрьев, Г.А. Топорков и др.

27
Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2020;15(5):26-35

Результаты. В рамках работы был осуществлен синтез восьми новых N-(α-диэтокси-
фосфорилциклопропилкарбонил)-замещенных аминокислот. Исследование ряда синтези-
рованных производных на противораковую активность не выявило значимого проявления 
цитотоксичности. 
Выводы. N-(α-диэтоксифосфорилциклопропилкарбонил)-замещенные аминокислоты 
представляют собой синтетически доступные аналоги PALA, способные к более сильно-
му взаимодействию с ATCase. Тем не менее синтезированные в данной работе соединения 
не проявили выраженных противораковых свойств. Одной из причин низкой активности 
может быть наличие эфирных групп в фосфонатном структурном элементе.

Ключевые слова: фосфонкарбоновые кислоты, N-фосфонацетил-L-аспартат (PALA), 
аспартат-транскарбомоилаза (ATCase), диэтоксифосфорилуксусная кислота, α-диэ-
токсифосфорилциклопропанкарбоновая кислота, N-(α-диэтоксифосфорилциклопропил-
карбонил)-замещенные аминокислоты.
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Objectives. With the development and improvement of new delivery systems for substances of 
various natures, organophosphorus compounds with an antimetabolic mechanism of action have 
become relevant again. A few examples of them are organophosphorus analogs of carboxylic acids, 
such as N-phosphonacetyl-L-aspartate (PALA) and N-phosphonacetyl-L-isoasparagine, both of 
which are bio-rationally developed analogs of the transition state of carbamoylaspartate in the 
biosynthesis of pyrimidine bases, which is catalyzed by the enzyme aspartate transcarbamoylase 
(ATCase). Despite their high activity, these compounds have not found widespread use as 
anticancer agents due to a large number of side-effects and low bioavailability. Given the 
emerging opportunities for the delivery of phosphate and phosphonate derivatives into target 
cells, obtaining more effective analogs of PALA seems to be an interesting and promising research 
objective. The goal of the present study was thus to synthesize and study the biological activities 
of novel PALA analogs that are derivatives of phosphonacetic acid.
Methods. For directed work within the framework of the study, we used the molecular docking 
method, which allowed us to simulate the binding of N-(α-diethoxyphosphorylcyclopropylcarbonyl)-
substituted amino acids to ATCase. The target compounds were synthesized using classical 
methods of organic synthesis. The obtained compounds’ cytotoxicity was probed in relation to cell 
lines of human breast cancer (MDA-MB-231), skin cancer (A-375), and glioblastoma (U-87 MG).
Results. The synthesis of eight novel N-(α-diethoxyphosphorylcyclopropylcarbonyl)-substituted 
amino acids was carried out. A few of the synthesized derivatives were tested for anticancer 
activity, but none displayed significant cytotoxicity.
Conclusions. N-(α-diethoxyphosphorylcyclopropylcarbonyl)-substituted amino acids are synthetically 
available analogs of PALA, a compound capable of strong interaction with ATCase. However, the 
compounds synthesized in this work did not display any pronounced anticancer properties. 
One of the reasons for the observed low activity may be the presence of ether groups in the 
phosphonate building block.
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ВВЕДЕНИЕ

Противоопухолевые препараты с антиметабо-
литным механизмом активности прочно вошли в 
практику лечения онкологических заболеваний. Они 
различаются по структуре, внутриклеточному мета-
болизму, механизму цитотоксического действия, но 
все они так или иначе являются аналогами естествен-
ных метаболитов и могут конкурировать с ними и за 
транспортные пути в клетку, и за участие в ключевых 
ферментативных процессах. Для лечения онкологи-
ческих заболеваний особенно актуальны антимета-
болиты биосинтеза нуклеиновых кислот.

Одним из перспективных противоопухолевых 
препаратов 80-х годов XX века являлся разработан-
ная в результате биорационального подхода N-фос-
фонацетил-L-аспартат (PALA) 1 (рис. 1). Противора-
ковая активность PALA основана на его структурном 
подобии переходному состоянию карбамоиласпар-
тата, который участвует в реакции биосинтеза пи-
римидиновых оснований, катализируемой аспартат-
транс карбамоилазой (ATCase) [1–4]. 

PALA проявил высокую активность в отноше-
нии солидных опухолей и прошёл две фазы клини-
ческих испытаний [5, 6]. К сожалению, как и для 
многих других фосфорорганических соединений, 

высокая активность PALA in vitro не воспроизводит-
ся in vivo из-за низкой биодоступности этого соеди-
нения и большого количества возникающих побоч-
ных эффектов [7, 8]. Поэтому представляет интерес 
синтез новых производных фосфонуксусной кисло-
ты с потенциальной противораковой активностью и 
улучшенными фармакологическими свойствами.

К известным производным фосфонуксусной 
кислоты, являющимся структурными аналогами 
PALA, относятся соединения 2–4, представленные 
на рис. 2. Эти соединения обладают меньшим сум-
марным зарядом и улучшенными фармакологически-
ми свойствами, но значительно более низкой актив-
ностью по сравнению с PALA [9].

Учитывая структурное подобие PALA интерме-
диату биосинтеза карбомоиласпартата, мы предпо-
ложили, что для увеличения биологической активно-
сти производных фосфонуксусных кислот ключевое 
значение имеет оптимальный угол связи P–C, кото-
рый позволит обеспечить устойчивость конформа-
ции, наиболее благоприятной для формирования 
комплекса с активным центром фермента. Дополни-
тельно учитывалось наличие в структуре молекулы 
выраженного гидрофобного фрагмента из-за при-
сутствия в структуре ATCase «гидрофобного карма-
на», что увеличит прочность связывания фермента с 

Рис. 1. Структурное подобие PALA интермедиату биосинтеза карбамоиласпартата.
Fig. 1. Structural similarity between N-phosphonacetyl-L-aspartate 

and the intermediate of carbamoylaspartate biosynthesis.
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Рис. 2. Структурные формулы аналогов N-фосфонацетил-L-аспартата.
Fig. 2. Structural formulas of N-phosphonacetyl-L-aspartate analogs.

субстратом. Это возможно путем введения объемных 
заместителей у атома углерода фосфонацетатного 
скелета. Интересными с точки зрения синтетической 
доступности, варьирования угла связи P–C и содер-
жания гидрофобного фрагмента являются циклопро-
панил-замещенные фосфонуксусные кислоты, син-
тез и изучение противораковой активности которых 
и были осуществлены в рамках данной работы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Хромато-масс-спектрометрический анализ 
осуществляли на приборе Thermo Fisher Scientific 
Surveyor MSQ (Thermo Fisher Scientific, США) c 
колонкой для высокоэффективной жидкостной 
хроматографии Phenomenex Onyx Monoliythic 
C18 25 × 4.6 mm (Phenomenex, США). В качестве 
подвижной фазы применялась двухкомпонентная 
смесь 0.1% раствора муравьиной кислоты и аце-
тонитрила (растворитель – 100% диметилсуль-
фоксид (ДМСО), градиентное элюирование, ско-
рость потока – 1.5 мл/мин, температура – 25 °С 
применяемый тип ионизации при атмосферном 
давлении, электроспрей). Спектры ядерного маг-
нитного резонанса (ЯМР) 1H регистрировали на 
приборе Varian MercuryPlus 400 (Varian, США) 
(CDCl3, ДМСО-d6, внутренний стандарт – тетра-
метилсилан). Температуры плавления определяли 
на приборе Stuart SMP20 (Stuart, Великобрита-
ния). Для тонкослойной хроматографии использо-
вались алюминиевые пластинки Merck TLC Silica 
gel 60 F254 (размер 10 × 20 см) (Merck, Германия). 
Для колоночной хроматографии применяли силика-
гель 60 фирмы Merck с размером частиц от 0.015 мм 
до 0.040 мм. Для проведения реакций под воздействи-
ем СВЧ-облучения использовали микроволновый ре-
актор CEM DU 9369 (CEM Corporation, США). 

Перед использованием перегоняли ДМСО 
над гидридом кальция; дибромэтан перегоняли 
при пониженном давлении; применяемые амино-
кислоты не подвергали предварительной очистке; 
триэтиламин перегоняли над KOH; триэтилфос-
фит не подвергали предварительной очистке; рас-
творители для экстракции применяли без предва-
рительной подготовки.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Триэтиловый эфир фосфонуксусной кислоты (5). 
В пробирке для микроволнового реактора объемом 

10 мл, снабженной септой, смешивают 3.32 г (0.02 моль) 
триэтилфосфита и 2.45 г (0.02 моль) этилового эфира 
α-хлоруксусной кислоты. Реакцию проводят при микро-
волновом облучении мощностью 250 Вт и температуре 
170 °С в течение 1 ч. Выделение конечного продукта 
осуществляют вакуумной перегонкой на масляном 
насосе. Выход 3.85 г (86%). Ткип = 110 °С (0.1 мм рт. ст.). 
1H ЯМР-спектр (400 МГц, ДМСО-d6): δ (м.д.) 4.07 
(dq, J = 15.1, 7.1 Гц, 6H), 3.10 (d, J = 21.4 Гц, 2H), 1.22 
(dt, J = 18.4, 7.1 Гц, 9H). 

Этиловый эфир α-диэтоксифосфорилцикло-
пропанкарбоновой кислоты (6). 

В колбе объемом 500 мл смешивают 15 г (0.067 моль) 
измельченного KOH и 100 мл свежеперегнанного ДМСО. 
К полученной суспензии при перемешивании последо-
вательно прибавляют по каплям 7.48 г (0.03 моль) этило-
вого эфира диэтоксифосфонуксусной кислоты и 25.19 г   
(0.268 моль) дибромэтана. Далее к реакционной массе 
прибавляют 170 мл ДМСО. Полученную суспензию пере-
мешивают при комнатной температуре в течение 72 ч. Для 
отделения продуктов реакции от ДМСО в реакционную 
смесь добавляют 200 мл воды и проводят экстрак-
цию эфиром (3 раза по 100 мл), а затем хлорофор-
мом (2 раза по 100 мл). Полученные органические 
фазы сушат над Na2SO4, отфильтровывают и объединяют. 
Растворитель удаляют в вакууме водоструйного насоса. 
Выделение конечного продукта осуществляют вакуум-
ной перегонкой  на  масляном насосе. Выход 5.60 г (67%). 
Ткип = 110–115 °С (0.1 мм рт. ст.). 1H ЯМР-спектр 
(400 МГц, ДМСО-d6): δ (м.д.) 4.16–3.96 (m, 6H), 
1.38–1.27 (m, 1H), 1.21 (dt, J = 16.0, 7.1 Гц, 1H). 

α-Диэтоксифосфорилциклопропанкарбоновая 
кислота (7).

В плоскодонной колбе объемом 500 мл смешива-
ют 20.573 г (0.08 моль) этилового эфира α-диэтокси-
фосфорилциклопропанкарбоновой кислоты и 140 
мл 1 н. (0.14 моль) водного раствора KOH. Переме-
шивают в течение 30 мин при комнатной темпера-
туре, затем подкисляют реакционную смесь 20% 
раствором H2SO4 до рН 2. Реакционную смесь пе-
ремешивают 30 мин при комнатной температуре. 
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Конечный продукт экстрагируют  хлороформом (4 раза 
по 50 мл). Объединенный органический экстракт су-
шат над Na2SO4, растворитель удаляют на роторном 
испарителе в вакууме водоструйного насоса. Продукт 
перекристаллизовывают из эфира с добавлением гекса-
на. Получают белые гигроскопичные кристаллы с жел-
товатым  оттенком  массой 10.7 г (60%). Тпл = 85–87 °С.
1H ЯМР-спектр (300 MГц, ДМСО): δ (м.д.) 4.16 
(dq, J = 14.2, 7.1 Гц, 4H), 1.45–1.38 (m, 4H), 1.35 (t, 
J = 7.0 Гц, 6H).

Хлорангидрид α-диэтоксифосфорилцикло-
пропанкарбоновой кислоты. 

К 5 г (0.023 моль) α-диэтоксифосфорилциклопро-
панкарбоновой кислоты добавляют 7 мл (0.23 моль) 
SOCl2. Реакционную смесь нагревают до 50 °С и пере-
мешивают в течение 1 ч до прекращения выделения 
газа. Избыток SOCl2 удаляют в вакууме водоструй-
ного насоса. Полученный хлорангидрид использу-
ют в реакции ацилирования без предварительной 
очистки.

Общая методика получения амидов α-ди-
этоксифосфорилциклопропанкарбоновой 

кислоты 8–11.
В трехгорлую колбу объемом 100 мл, снабжен-

ную термометром, капельной воронкой и обратным 
холодильником с хлоркальциевой трубкой, помеща-
ют 0.014 моль сухого гидрохлорида этилового или 
метилового эфира аминокислоты, предварительно 
измельчив его. Далее при перемешивании добавля-
ют около 30 мл хлороформа и 0.04 моль триэтила-
мина. Реакционную смесь охлаждают до 0 °С в бане 
со льдом в течение 0.5 ч и, продолжая охлаждать, 
аккуратно добавляют по каплям 0.014 моль хлоран-
гидрида. Реакционную смесь перемешивают в тече-
ние 0.5 ч при комнатной температуре и упаривают 
на роторном испарителе в вакууме водоструйного 
насоса. К остатку добавляют 100 мл этилацетата, 
перемешивают в течение 10 мин при комнатной 
температуре и полученный осадок отфильтровы-
вают. Фильтрат упаривают на роторном испарите-
ле, остаток разделяют колоночной хроматографией 
(элюент этилацетат). Получают вязкую жидкость 
ярко-желтого цвета. 

Этиловый эфир N-(α-диэтоксифосфорилци-
клопропилкарбонил)глицина (8), выход 3.18 г 
(74%). 1H ЯМР-спектр (400 MГц, ДМСО-d6): δ (м.д.) 
8.04 (t, J = 5.5 Гц, 1H), 4.20–4.04 (m, 6H), 3.94 (d, 
J = 5.7 Гц, 2H), 1.29 (t, J = 7.1 Гц, 9H), 1.26–1.13 (m, 4H).

 Mасс-спектр (LC–MS), m/z (I, %): эксп. 308.062 
[MH]+,100%; расчет. 308.29 [MH]+.

Диметиловый эфир N-(α-диэтоксифосфорил-
циклопропилкарбонил)аспарагиновой кислоты 
(11), выход 3.88 г (76%). 1H ЯМР-спектр (400 MГц, 
ДМСО-d6): δ (м.д.) 8.19 (d, J = 7.9 Гц, 1H), 4.74 (dt, 

J = 7.9, 5.5 Гц, 1H), 4.08 (dq, J = 11.3, 7.1 Гц, 4H), 3.64 
(d, J = 14.3 Гц, 6H), 2.93–2.74 (m, 2H), 1.30–1.22 (m, 
6H), 1.22–1.06 (m, 4H). 

Mасс-спектр (LC–MS), m/z (I, %): эксп. 366.108 
[MH]+, 100%); расчет. 366.13 [MH]+.

Этиловый эфир N-(α-диэтоксифосфорил-
циклопропилкарбонил)метионина (9), выход 3.38 
г (77%). 1H ЯМР-спектр (400 MГц, CDCl3): δ (м.д.) 
8.05 (d, J = 7.5 Гц, 1H), 4.67 (td, J = 7.4, 4.9 Гц, 1H), 
4.17 (m, 4H), 3.74 (s, 3H), 2.58–2.46 (m, 2H), 2.17 (tt, 
J = 14.2, 6.3 Гц, 1H), 2.08 (s, 3H), 2.06–1.95 (m, 1H), 
1.51–1.42 (m, 2H), 1.35 (q, J = 7.3 Гц, 6H), 1.31–1.22 
(m, 2H).

Mасс-спектр (LC–MS), m/z (I, %): эксп. 354.336 
[MH]+, 100%); расчет. 354.38 [MH]+.

Метиловый эфир N-(α-диэтоксифосфорилцикло-
пропилкарбонил)-γ-аминомасляной кислоты (10), 
выход 3.77 г (84%). 1H ЯМР-спектр (400 MГц, ДМСО-d6): 
δ (м.д.) 7.71 (t, J = 5.5 Гц, 1H), 4.21–3.98 (m, 4H), 3.62 
(s, 3H), 3.16 (q, J = 6.5 Гц, 2H), 2.42–2.29 (m, 2H), 1.70 
(p, J = 7.1 Гц, 2H), 1.28 (t, J = 7.0 Гц, 6H), 1.24–1.01 
(m, 4H).

Общая методика получения эфиров N-
(α-диэтоксифосфорилциклопропилкарбонил)-

аминокислот 12–15. 
К 6.51 ммоль соответствующего эфира N-(α-ди-

этоксифосфорилциклопропилкарбонил)аминокис-
лоты при перемешивании добавляют 7.9 ммоль 1 М 
раствора КOH и перемешивают в течение 24 ч при 
комнатной температуре. Раствор калиевой соли под-
кисляют 20% HCl до pH 3, продолжая перемешива-
ние в течение 30 мин при комнатной температуре. 
Реакционную смесь упаривают на роторном испарите-
ле в вакууме водоструйного насоса, добавляют 50 мл 
изопропилового спирта и образовавшийся осадок 
отфильтровывают. Органический фильтрат упарива-
ют на роторном испарителе в вакууме водоструйного 
насоса, остаток охлаждают в морозильной камере до 
кристаллизации целевого продукта.

N-(α-диэтоксифосфорилциклопропилкарбонил)-
глицин  (12), выход 1.27 г (70%). Тпл: 75–77 °С. 
1H ЯМР-спектр (400 МГц, ДМСО-d6): δ (м.д.) 7.94 (t, 
J = 5.5 Гц, 1H), 4.19–4.01 (m, 4H), 3.83 (d, J = 5.5 Гц, 
2H), 1.24 (t, J = 7.0 Гц, 6H), 1.22–1.00 (m, 4H).

Mасс-спектр (LC–MS), m/z (I, %): эксп. 279.97 
[MH]+, 100%); расчет. 280.24 [MH]+.

N-(α-диэтоксифосфорилциклопропилкарбонил)-
аспарагиновая кислота (15), выход 1.18 г (54%). 
1H ЯМР-спектр (400 МГц, ДМСО-d6): δ (м.д.) 8.32 (s, 
1H), 8.13 (d, J = 7.8 Гц, 1H), 4.58 (dt, J = 7.9, 5.0 Гц, 
1H), 4.12–4.02 (m, 4H), 2.82–2.63 (m, 2H), 1.29–1.21 
(m, 6H), 1.21–1.13 (m, 4H). 

Mасс-спектр (LC–MS), m/z (I, %): эксп. 338.111 
[MH]+,100%); расчет. 338.27 [MH]+.
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N-(α-диэтоксифосфорилциклопропилкарбонил) -
метионин (13), выход 1.56 г (68%). 1H ЯМР-спектр 
(400 МГц, CDCl3): δ (м.д.) 8.00 (d, J = 7.3 Гц, 1H), 4.65 
(td, J = 7.2, 5.1 Гц, 1H), 4.17 (p, J = 5.7 Гц, 4H), 
2.72–2.48 (m, 2H), 2.30–2.15 (m, 1H), 2.08 (s, 3H), 
2.07–1.95 (m, 1H), 1.56–1.40 (m, 2H), 1.38–1.31 (m, 
6H), 1.31–1.22 (m, 2H).

Mасс-спектр (LC–MS), m/z (I, %): эксп. 354.336 
[MH]+, 100%); расчет. 354.38 [MH]+.

N-(α-диэтоксифосфорилциклопропилкарбонил)  -
γ-аминомасляной кислоты (14), выход 1.28 г (64%). 
1H ЯМР-спектр (400 MГц, CDCl3): δ (м.д.) 9.14 (s, 1H), 
7.70 (t, J = 5.7 Гц, 1H), 4.14 (dt, J = 8.2, 7.0 Гц, 4H), 3.32 
(q, J = 6.6 Гц, 2H), 2.36 (t, J = 7.3 Гц, 2H), 1.85 (h, 
J = 7.5 Гц, 2H), 1.54–1.39 (m, 2H), 1.32 (t, J = 7.1 Гц, 6H), 
1.28–1.15 (m, 2H).

Mасс-спектр (LC–MS), m/z (I, %): эксп. 308.059 
[MH]+, 100%); расчет. 308.29 [MH]+.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для прогнозирования приемлемой для свя-
зывания с ACTase (код Protein Data Bank 5G1N1) 
структуры нами был применён метод молеку-
лярного моделирования с помощью программы 
AutoDock Vina 1.1.2 [10]. Была проведена оптими-
зацию геометрических параметров методом моле-
кулярной механики в программе Chimera 1.13.12. 
Докинг позволил показать, что в структуре АТСase 
имеется гидрофобный «карман», в который с вы-
сокой вероятностью могут встраиваться произво-
дные фосфонуксусной кислоты с циклическими 
заместителями у атома углерода (рис. 3). На осно-

1 https://www.rcsb.org/structure/5G1N (дата обращения 01.07.2020) [https://www.rcsb.org/structure/5G1N (Accessed July 01, 2020).]
2 UCSF Chimera 1.13.1. 2018. https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/ (Дата обращения 20.07.2020) [UCSF Chimera 1.13.1. 2018. Available 
from https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/ (Accessed July 20, 2020).]

a

b

Рис. 3а. Молекула PALA в активном сайте аспартат-
транскарбомоилазы (данные рентгеноструктурного 

анализа; изображение получено с помощью 
программы Chimera).

Fig. 3a. An N-phosphonacetyl-L-aspartate molecule 
in the active site of aspartate transcarbomoylase (X-ray 

diffraction data; image obtained using 
the Chimera software).

Рис. 3б. Молекула N-(α-дигидроксифосфорилцикло-
пропилкарбонил)аспарагиновой кислоты в активном 
сайте аспартат-транскарбомоилазы (конформация, 

смоделированная программой Autodock; изображение 
получено с помощью программы Chimera).

Fig. 3b. An N-(α-dihydroxyphosphorylcyclopropyl-
carbonyl) aspartic acid molecule in the active site 

of aspartate transcarbomoylase (conformation modeled 
with Autodock; image obtained with the Chimera software).

вании этого метода также было показано, что за-
мена остатка аминокислоты влияет на константу 
связывания субстрата с ферментом. Поэтому нами 
была проведена серия опытов по получению це-
левых N-(α-диэтоксифосфорилциклопропилкар-
бонил)-замещенных аминокислот с различными 
аминокислотными остатками. 

Получение эфиров N-(α-диэтоксифосфорил-
циклопропилкарбонил)аминокислот было осу-
ществлено по схеме, представленной на рис. 4. 
α-Диэтоксифосфорилциклопропанкарбоновая 
кислота 7 была получена в результате многоста-
дийного синтеза, где в качестве исходных субстра-
тов использовались триэтилфосфит и этиловый 
эфир хлоруксусной кислоты, которые в результате 
реакции Арбузова в условиях микроволнового об-
лучения приводили к триэтиловому эфиру фосфо-
нуксусной кислоты 5 [11, 12]. 

Принимая во внимание наличие активной ме-
тиленовой группы в структурах фосфонуксусной 
кислоты и ее производных, нами был получен 
полный этиловый эфир α-диэтоксифосфорилци-
клопропанкарбоновой кислоты 6 в результате ре-
акции межфазного алкилирования 1,2-дибромэ-
таном триэфира фосфонуксусной кислоты в 
присутствии диметилсульфоксида и гидроксида 
калия. Затем триэтиловый эфир α-диэтоксифосфо-
рилциклопропанкарбоновой кислоты подвергался 
гидролизу в щелочной среде по карбоксильной 
компоненте, протекавшем с образованием α-ди-
этоксифосфорилциклопропанкарбоновой кислоты 
7 [13, 14].
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Заключительным этапом стало проведение реакции 
взаимодействия α-диэтоксифосфорилциклопропанкарбо-
новой кислоты 7 с рядом эфиров аминокислот: 
эфирами глицина, метионина, метиловыми эфи-
рами аспарагиновой кислоты и γ-аминомасляной 
кислоты. Реакция проводилась через получение 
соответствующего хлорангидрида α-диэтокси-
фосфорилциклопропанкарбоновой кислоты, ко-
торый использовался далее без предварительного 
выделения и очистки. Проведение реакции при 
охлаждении до 0 ºС в среде сухого хлороформа в 
присутствии триэтиламина, используемого в каче-
стве основания и акцептора хлористого водорода, 
позволяет получить с хорошими выходами эфиры 
N-(α-диэтоксифосфорилциклопропилкарбонил)- 
замещенных аминокислот 8–11 (рис. 5).

 Полученные эфиры были переведены в кис-
лоты посредством щелочного гидролиза по кар-
боксильной компоненте (соединения 12–15).

Синтезированные нами соединения 12–15 были 
исследованы на цитотоксичность по отношению к кле-
точным линиям рака молочной железы человека (MDA-
MB-231, рис. 6), рака кожи (А-375, рис. 7) и глиобластомы 
(U-87 MG, рис. 8) по методике, описанной в работе [15].

Жизнеспособность клеток оценивали с помощью 
теста, который используется для оценки метаболической 
активности клеток (МТТ-тест), основанного на колори-
метрических измерениях контрольного и испытуемых 
растворов, которые предварительно инкубировались 
в среде CO2 с добавлением раствора МТТ (бромид 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолия). 
Никотин амидадениндинуклеотидфосфат-H-зависимые 
клеточные оксидоредуктазные ферменты живых клеток 
способны восстанавливать МТТ до соответствующего 
формазана, имеющего пурпурное окрашивание. Далее 
проводилась оценка оптической плотности полученных 
растворов при длинах волн 594 нм и 620 нм. Результа-
ты испытаний представлены на рисунках 6–8.

Рис. 4. Общая схема синтеза N-(α-диэтоксифосфорилциклопропилкарбонил)аминокислот.
Fig. 4. General scheme for the synthesis of N-(α-diethoxyphosphorylcyclopropylcarbonyl)amino acids.

Рис. 5. Ряд полученных N-(α-диэтоксифосфорилциклопропилкарбонил)аминокислот.
Fig. 5. A series of obtained N-(α-diethoxyphosphorylcyclopropylcarbonyl)amino acids, with their respective yields.
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Рис. 6. Выживаемость клеток при различных 
концентрациях исследуемых соединений в тестах 

на цитотоксичность против клеточных линий 
человеческого рака молочной железы.

Fig. 6. Cell survival at various concentrations 
of the compounds under study 

as measured in cytotoxicity tests run against human breast 
cancer cell lines.

Рис. 7. Выживаемость клеток при различных 
концентрациях исследуемых соединений в тестах 

на цитотоксичность против клеточных линий 
человеческого рака кожи.

Fig. 7. Cell survival at various concentrations 
of the compounds under study 

as measured in cytotoxicity tests run against human skin 
cancer cell lines.

Рис. 8. Выживаемость клеток при различных концентрациях 
исследуемых соединений в тестах на цитотоксичность 
против клеточных линий человеческой глиобластомы.

Fig. 8. Cell survival at various concentrations of the 
compounds under study measured in cytotoxicity tests run 

against human glioblastoma cell lines.

Отсутствие ожидаемой биологической активно-
сти исследуемых соединений может быть обусловлено 
наличием эфирных групп при атоме фосфора фосфо-
натной группы [16]. Таким образом, одним из главных 
направлений дальнейших исследований является син-
тез N-(α-дигидроксифосфорилциклопропилкарбонил)
аминокислот и проверка их биологической активности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты исследований PALA и молекулярно-
го докинга циклопропанированных аналогов фосфо-
нуксусной кислоты указывают на большой потенциал 
N-(α-дигидроксифосфорилциклопропилкарбонил)-за-
мещенных аминокислот. Тем не менее отрицательные 
данные по цитотоксичности полученных соединений 
на использованных в работе клеточных линиях рака 
не соответствуют ожидаемым результатом, что может 
быть следствием наличия эфирных групп в составе 
фосфонатной компоненты N-(α-диэтоксифосфорил-
циклопропилкарбонил)аминокислот.
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