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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ОЦЕНКА 3-МЕТА-ПИРИДИН-1,2,4-
ОКСАДИАЗОЛЬНОГО ПРОИЗВОДНОГО ДЕЗОКСИХОЛЕВОЙ КИСЛОТЫ 

КАК ПРОТОТИПА ИНГИБИТОРОВ 5--РЕДУКТАЗЫ В МОДЕЛЯХ 
in silico И in vivo
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Ингибиторы 5-α-редуктазы (5-АР) считаются наиболее эффективными препаратами в лечении
пролиферативных процессов при аденоме предстательной железы. К ним относятся два синтетиче-
ских азастероида – финастерид и дутастерид, которые в условиях длительной курсовой терапии вы-
зывают побочные эффекты в виде расстройств половой функции у мужчин. В качестве стартового
соединения для получения малотоксичных ингибиторов 5-АР нами предложена дезоксихолевая
кислота, на основе которой синтезировано целевое соединение, содержащее 3-мета-пиридин-
1,2,4-оксадиазольный фрагмент. Методом молекулярного докинга показано, что новый агент, по-
добно финастериду, способен проникать в сайт связывания 5-АР через образование ковалентных
аддуктов с NADP-H. При этом оба лиганда имеют сопоставимые величины энергии связывания с
мишенью (–20 и –15 ккал/моль соответственно у финастерида и целевого соединения). В экспери-
ментах на тестостероновой и сульпиридной моделях доброкачественной гиперплазии предстатель-
ной железы установлено, что внутрижелудочное введение полученного производного дезоксихоле-
вой кислоты крысам Wistar в дозе 20 мг/кг и финастерида в дозе 10 мг/кг оказывает сходное проста-
топротекторное действие путем уменьшения пролиферативных процессов в железистом эпителии
и строме простаты крыс. Новый агент менее токсичен, чем финастерид: величина LD50 у мышей
CD-1 составляет >1500 мг/кг против 1060 мг/кг у финастерида. На основании полученных резуль-
татов 3-мета-пиридин-1,2,4-оксадиазольное производное дезоксихолевой кислоты может рассмат-
риваться как перспективный кандидат для доклинических испытаний.
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ВВЕДЕНИЕ
Доброкачественная гиперплазия предстатель-

ной железы (ДГПЖ), возникающая на фоне общего
старения организма, – наиболее распространенное
урологическое заболевание, существенно снижаю-
щее работоспособность и качество жизни мужчин
после 50–60 лет [1, 2]. Ведущая патогенетическая
черта ДГПЖ – стимуляция пролиферативных
процессов в железистом эпителии и строме пери-

уретрального отдела простаты, ассоциированная
с повышением активности простатической 5-α-
редуктазы (5-АР).

5-АР – мембранный белок, один из ключевых
ферментов метаболизма стероидов в организме.
В предстательной железе экспрессируется одна
из изоформ фермента – 5-АР II типа (КФ
1.3.99.5), которая катализирует превращение те-
стостерона в дигидротестостерон (DHT) [3, 4].
Оба андрогена являются лигандами андрогено-
вых рецепторов, однако аффинность DHT к 5-АР
в 3–5 раз выше, чем у его предшественника [5].
Активация андрогеновых рецепторов, вызванная
повышением продукции DHT, приводит к увели-
чению экспрессии ростовых факторов, индуци-

α

Сокращения: 5-АР – 5-α-редуктаза; 5-АРИ – ингибиторы
5-α-редуктазы; ДГПЖ – доброкачественная гиперплазия
предстательной железы; DHT – дигидротестостерон;
DCA – дезоксихолевая кислота; LD50 – средняя доза ве-
щества, вызывающая гибель половины особей испытуе-
мой группы.
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рующих митотическую активность клеток про-
статы и развитию ее аденомы [3].

Препаратами выбора для патогенетической
терапии ДГПЖ считаются ингибиторы 5-α-ре-
дуктазы (5-АРИ). В настоящее время в этой груп-
пе имеется два конвенциональных препарата –
финастерид и дутастерид – структурные аналоги
азастероидного типа. Оба задерживают рост про-
статы (до 30%) и обладают относительно удовле-
творительной переносимостью [6]. Однако в
условиях длительных курсов терапии у пациентов
возникают признаки половой дисфункции в виде
снижения либидо, нарушения эякуляции, а также
гинекомастии [7, 8]. Поэтому в мире ведется ак-
тивный поиск 5-АРИ среди соединений других
структурных классов.

Ранее в Новосибирском институте органиче-
ской химии им. Н.Н. Ворожцова СО РАН в каче-
стве прототипов 5-АРИ были исследованы дезок-
сихолевая кислота (DCA) и ее 1,2,4-оксадиазоль-
ные производные [9]. Методом молекулярного
докинга показано, что эти соединения не уступа-
ют финастериду по величине энергии связывания
в активном центре 5-АР. В модели ДГПЖ, инду-
цированной тестостероном, эти же агенты прояв-

ляют аналогичный финастериду антипролифера-
тивный эффект в предстательной железе крыс.

Цель данной работы – синтез нового 1,2,4-ок-
садиазольного производного DCA, содержащего
в 3-м положении гетероцикла мета-пиридино-
вый фрагмент, молекулярный докинг данного
агента в активный центр 5-АР, исследование его
простатопротекторных свойств на двух моделях с
гормональной индукцией ДГПЖ у крыс (андро-
ген- и пролактин-зависимая ДГПЖ) и определе-
ние токсичности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Синтез 3-(пиридин-3'-ил)-5-(24''-нор-3'',12''-

диоксо-5''-холан-23''ил)-1,2,4-оксадиазола (III).
Целевое соединение (III), полученное трансфор-
мацией нативной карбоксильной группы в 1,2,4-
оксадиазольное кольцо, было синтезировано в
соответствии со схемой 1. Стартовое соединение
для синтеза – коммерчески доступная DCA. Пер-
воначально провели окисление гидроксильных
групп стероидного остова до карбонильных реа-
гентом Джонса в ацетоне с образованием 3,12-
диoксо-5β-холан-24-овой кислоты (I) по литера-
турной методике с выходом 95% [10, 11].

Схема 1. Синтез соединения (III): i – реагент Джонса, ацетон, 0°С → т. комн.; ii – 1) CDI, CH2Cl2; 
2) N'-гидроксиникотинимидамид, CH2Cl2; iii – КОН, DMSO, 60°С.

Формирование 1,2,4-оксадиазольного цикла
на базе карбоксильной группы проводили в два
этапа: 1) взаимодействием активированной
карбоксильной группы с N'-гидроксиникотин-
имидамидом с образованием соединений (II), ак-

тивацию карбоксильной группы проводили N,N'-
карбонилдиимидазолом (CDI); 2) замыкание
1,2,4-оксадиазольного цикла под действием гид-
роксида калия в DMSO привело к получению це-
левого соединения (III). Суммарный выход со-
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единения (III) в расчете на исходное соединение
составил 55%.

Молекулярный докинг. 5-АР катализирует не-
обратимое восстановление 4,5-двойной связи в
∆4,5-3-кетостероидах до одинарной [12, 13]. Для
протекания реакции необходим донор гидрид-
иона в виде кофактора NADP-Н (рис. 1а). Рент-
ген-кристаллографические модели взаимодей-
ствия 5-АР и финастерида демонстрируют вы-
сокую вероятность образования ковалентного
аддукта финастерида с NADP-H по положению
С-2 в цикле А молекулы финастерида, который не-
обратимо блокирует активный сайт 5-АР, не позво-
ляя протекать катализируемой реакции [14]
(рис. 1б).

Возникновение аддуктов с NADP-H теорети-
чески возможно и с другими стероидными моле-
кулами, например, с производным DCA (рис. 2).

Рассматривая соединение (III) с точки зрения
возможного взаимодействия с NADP+ и NADP-Н,
можно выделить три фрагмента: стероидное ядро,
1,2,4-оксадиазольный цикл и пиридиновый
фрагмент. Аддукты по стероидному фрагменту
могут образовываться в результате взаимодей-
ствия енольной формы карбонильной группы с
NADP+ (аддукты (IIIa) и (IIIb)). 1,2,4-Оксади-
азольный фрагмент в результате взаимодействия
с NADP-Н может образовывать аддукты как с со-
хранением гетероцикла (аддукты (IIIc1–IIIc3)),
так и с разрушением гетероцикла (аддукт IIId).
Причем хотелось бы отметить, что разрушение

гетероциклического фрагмента по типу форми-
рования аддукта (IIId) наблюдалось при изучении
метаболизма 1,2,4-оксадиазолсодержащих про-
изводных [15, 16]. Аддукты по пиридиновому
кольцу (IIIe1) и (IIIe2) могут быть образованы в
результате первоначальной атаки как гидрид-
иона (поскольку пиридиновое кольцо электроно-
дефицитное и способно вступать в реакции аро-
матического нуклеофильного присоединения),
так и в результате первичного присоединения
NADP+ к атому азота пиридинового кольца.

В результате выполнения расчетной функции
докинга были получены значения оценочной ми-
нимальной энергии связывания (табл. 1). Среди
возможных аддуктов производного (III) в сайт
связывания 5-АР могут проникать соединения с
различными сайтами присоединения молекулы
NADP-H: аддукты (IIIe1) и (IIIe2) (присоедине-
ние молекулы NADP-H происходит по пириди-
новому кольцу); аддукт (IIIc1) (присоединение
по 1,2,4-оксадиазольному циклу), аддукт (IIId)
(может образовываться в результате метаболи-
ческого раскрытия гетероцикла), а также аддукт
(IIIa) (продукт присоединения NADP+ по 2-му по-
ложению стероидного остова). Самое низкое зна-
чение оценочной энергии связывания было по-
лучено для аддукта (IIId). По-видимому, присо-
единение молекулы NADP-H по связи N–O
1,2,4-оксадиазольного цикла с последующим
раскрытием последнего дает конформацион-
ные преимущества в сайте связывания 5-АР по

Рис. 1. Механизмы превращения тестостерона в дигидротестостерон (а) и образования ковалентного аддукта NADP-Н
и финастерида (б) из статьи авторов модели [16].
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сравнению с различными вариантами присо-
единения с сохранением цикла. Аддукты по пи-
ридиновому кольцу, вероятно, также способны
принимать в сайте связывания 5-АР энергетиче-
ски выгодные конформации. Интересно, что ад-
дукты производного (III) с более разветвленной
структурой, когда молекула NADP может быть
присоединена к атомам азота 1,2,4-оксадиазоль-
ного цикла, не способны проникать в сайт связы-
вания. Конформационные затруднения в сайте
связывания также возникают и в случае аддуктов
в 4-е (IIIb) и 12-е положения стероидного остова.

Особенности пространственного расположе-
ния и нековалентных взаимодействий в сайте
связывания 5-АР были рассмотрены для аддуктов
с самой высокой теоретической аффинностью.
Сайт связывания NADP-Н и стероидов представ-
ляет собой туннелеобразную полость, состоящую
из глубокого гидрофильного кармана, связываю-
щего молекулу NADP-Н, и гидрофобного входного
отдела, где располагается стероидная молекула
(рис. 3а). Карман связывания NADP-Н преимуще-
ственно образован положительно заряженными
аминокислотными остатками, формирующими

Рис. 2. Возможные аддукты производного (III) с NADP+ и NADP-H. Сайты присоединения NADP-Н указаны стрел-
ками с номерами, соответствующими шифрам аддуктов. Молекула NADP-H в структуре аддуктов приведена в сокра-
щенном виде.
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большое количество водородных связей и элек-
тростатических взаимодействий с полярными
группами NADP-Н. Стероидные молекулы ста-
билизированы в сайте связывания за счет гидро-
фобных взаимодействий стероидного ядра. По-
лярные группы молекулы финастерида (рис. 3б)

обладают возможностями дополнительных взаи-
модействий с аминокислотными остатками
Glu57 и Arg114, повышая устойчивость ингибиру-
ющей конформации аддукта в сайте связывания.
Отмечается важность гидрофобного взаимодей-
ствия финастерида и аминокислотного остатка

Таблица 1. Результаты молекулярного докинга аддуктов производного (III) в сайт связывания 5-АР в сравнении
с аддуктом финастерид-(NADP-H)

* Истинной энергией связывания не является, следует рассматривать как оценочное значение (docking score).

Лиганд Финастерид-
(NADP-Н) (IIId) (IIIe1) (IIIe2) (IIIа) (IIIc1)

Энергия 
связывания*, 
ккал/моль

–20.50 –17.93 –15.71 –15.20 –14.67 –13.36

Рис. 3. Особенности расположения и нековалентных взаимодействий аддуктов NADP+, NADP-H и соединения (III)
в сайте связывания 5-АР в сравнении с аддуктом финастерид-(NADP-Н): (а) – суперпозиция структур аддуктов в сай-
те связывания (структуры выделены цветом: серым – дигидрофинастерид, желтым – (IIIе1), зеленым – (IIIe2), оран-
жевым – (IIIa), голубым – (IIId); (б) – финастерид-(NADP-Н); (в) – аддукт (IIId); (г) – аддукт (IIIе1); (д) – аддукт
(IIIe2); (е) – аддукт (IIIa). Нековалентные взаимодействия соединений в активном сайте показаны пунктирными ли-
ниями: зелеными – водородные связи, фиолетовыми – стэкинг-взаимодействия, розовыми – гидрофобные взаимо-
действия.
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Phe118; показано, что точечная замена этой ами-
нокислоты приводит к невозможности связыва-
ния тестостерона и резкому снижению каталити-
ческой активности фермента [17].

Суперпозиция структур аддуктов в сайте свя-
зывания 5-АР (рис. 3а) показывает, что характер-
ная особенность аддуктов (IIIe1) и (IIIe2) – нали-
чие линкера между стероидным остовом и NADP,
состоящего из алифатического участка и гетеро-
циклических структур заместителя (рис. 3г, 3д).
Этот линкер занимает пространство стероидного
кармана сайта связывания. При этом стероидный
остов новых производных располагается за пре-
делами сайта связывания между петлевыми
структурами L1 и L4 трансмембранного домена.
Наличие линкера не препятствует структуре мо-
лекулы NADP занимать предназначенный ей гид-
рофильный карман. Аддукт (IIIa) обладает высо-
кой структурной схожестью с аддуктом финасте-
рида в силу присоединения молекулы NADP по
2-му положению цикла А стероидного каркаса.
При этом каркас DCA располагается в стероид-
ном кармане сайта связывания, а гетероцикличе-
ский заместитель выходит за пределы сайта свя-
зывания, не участвуя в образовании водородных
связей (рис. 3е). В результате присоединения мо-
лекулы NADP-Н через гетероциклический лин-
кер аддукты (IIIe1), (IIIe2) и (IIId) обладают раз-
вернутым на 180° стероидным каркасом относи-
тельно аддуктов (IIIa) и финастерид-(NADP-Н).
Карбонильные группы стероидного остова DCA
аддуктов производного (III) не участвуют в обра-
зовании водородных связей с аминокислотными
остатками сайта связывания 5-АР. Наиболее тео-
ретически аффинный аддукт (IIId) интересен
гибкостью линкерного участка молекулы, возни-
кающей в результате метаболического раскрытия
1,2,4-оксадиазольного цикла (рис. 3в). Возника-
ющая конформационная подвижность этой части
молекулы приводит к занятию пиридиновым
циклом аддукта глубокого кармана сайта связы-
вания, где могут формироваться взаимодействия
с аминокислотными остатками Cys119 и Phe216.
Такое пространственное расположение молеку-
лы (IIId) приводит к расположению каркаса DCA
в стероидном кармане сайта связывания 5-АР,
что существенно отличает эту молекулу от аддук-
тов, в которых молекула NADP тоже присоедине-
на к атомам гетероциклического заместителя.

Простатопротекторная активность. Исследова-
ние простатопротекторной активности соедине-
ния (III) проводили в сравнении с финастеридом
на двух гормон-зависимых моделях ДГПЖ у крыс
линии Wistar, у которых пролиферативный про-
цесс в простате индуцировали ежедневным введе-
нием тестостерона пропионата (андроген-опосре-
дованная модель) [18] либо нейролептика сульпи-
рида (пролактин-опосредованная модель) [19].

Предстательная железа интактных животных
имеет типичное строение (рис. 4а): секреторная
часть представлена концевыми отделами и вы-
водными протоками многочисленных желез, вы-
стланных преимущественно однослойным кубиче-
ским или призматическим эпителием без повышен-
ной митотической активности; воспалительные и
дегенеративные изменения в ткани отсутствуют.

В ряде работ на тестостероновой модели
ДГПЖ было показано, что высокий уровень цир-
кулирующего тестостерона вызывает увеличение
в простате концентрации DHT, что указывает на
активацию 5-АР [20–22]. В этих условиях разви-
тие активного гиперпластического процесса идет
преимущественно в железистом эпителии, где
имеется широкое представительство андрогеновых
рецепторов, являющихся мишенью андрогенов.
В нашем эксперименте 4-недельное введение тесто-
стерона пропионата приводило к активному форми-
рованию новых очагов пролиферации в железистом
отделе предстательной железы крыс контрольной
группы с образованием разветвленных папилляр-
ных структур в просвете ацинусов (рис. 4б). В от-
личие от интактных животных, существенно из-
менялось состояние эпителия ацинусов: он опре-
делялся как активно пролиферирующий,
высокий призматический с гиперхромными яд-
рами, местами многорядный с большим количе-
ством митозов. В нем также визуализировалась
вакуольная дистрофия. Во всех отделах предста-
тельной железы наблюдалось выраженное веноз-
ное полнокровие и отек стромы. Прогрессирова-
ние пролиферативной активности ацинарных
структур сопровождалось нарушением оттока
секрета из ацинусов, их кистозным расширением
с атрофией эпителия. Просвет желез был запол-
нен секретом в виде эозинофильной субстанции
и слущенными эпителиальными клетками. Та-
ким образом, патологические изменения, выяв-
ленные в простате крыс контрольной группы, по
тяжести соответствовали III–IV стадии гиперпла-
стического процесса (рис. 4б).

Введение животным финастерида на фоне те-
стостерона приводило к заметной регрессии ги-
перпластического процесса, который у всех жи-
вотных референсной группы соответствовал па-
пиллярной очаговой гиперплазии I–II стадии
(рис. 4в). Железистый эпителий в ацинусах опре-
делялся как призматический, без выраженных
признаков пролиферации и атипии. Визуально
уменьшилось количество митозов в эпителиоци-
тах. Тем не менее на фоне введения финастерида
сохранялась вакуольная дистрофия железистого
эпителия, а также выраженные гемодинамиче-
ские нарушения в виде венозного полнокровия,
отека и лимфоцитарно-макрофагальной инфиль-
трации стромы. Наблюдались признаки частич-
ного нарушения оттока секрета из ацинусов с
очаговым кистозным расширением и атрофией
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эпителия. Просвет желез был заполнен секретом
в виде эозинофильной субстанции и слущенны-
ми клетками (рис. 4в).

Введение соединения (III) приводило к таким
же положительным сдвигам в состоянии предста-
тельной железы, какие отмечены выше у крыс ре-
ференсной группы. Выявленные сдвиги были
связаны с регрессией гиперпластических процес-
сов, особенно в железистой части простаты. Же-
лезистый эпителий в ацинусах отмечен как приз-
матический без повышенной митотической ак-
тивности. При этом в железистом эпителии
наблюдалось значительное снижение дистрофи-
ческих изменений, а также некоторое улучшение
гемодинамических процессов в виде слабо выра-
женного отека стромы и венозного полнокровия.
Выводные протоки желез были частично кистоз-
но расширены, с атрофичным эпителием. Просвет
желез был заполнен секретом в виде эозинофиль-
ной субстанции. Морфологическая картина про-

статы опытных крыс соответствовала папиллярной
очаговой гиперплазии I–II стадии (рис. 4г).

Таким образом, в тестостероновой модели
ДГПЖ выявлена простатопротекторная актив-
ность соединения (III), которая проявлялась в
снижении роста железистого эпителия и нормали-
зации просвета желез. Эти наблюдения подтвержда-
ются данными морфометрического анализа железы
у этих же животных. Показано, что 4-недельное вве-
дение тестостерона достоверно увеличивало объем-
ную плотность железистого эпителия в 1.5 раз и
уменьшало просвет желез в 1.5 раза у контрольных
животных относительно интактных (рис. 5). Введе-
ние соединения (III) на фоне андрогена приводи-
ло к существенному снижению объемной плот-
ности эпителия в 1.4 раза относительно контроль-
ной группы, в то время как для финастерида этот
эффект был статистически не значимым (рис. 5).
Кроме того, под влиянием изучаемого агента (III)
просвет желез восстанавливался до показателей

Рис. 4. Тестостероновая модель ДГПЖ. Дорсолатеральный отдел предстательной железы крыс линии Wistar. Окраши-
вание гематоксилин-эозином, увеличение 200×. (а) – Интактные животные; (б) – контрольная группа (4-недельное
введение тестостерона). Выраженная пролиферация железистого эпителия. Утолщение соединительнотканных про-
слоек; (в) – референсная группа (4-недельное введение тестостерона и финастерида). Кистозно-расширенные вывод-
ные протоки желез и утолщение соединительнотканных прослоек; (г) – опытная группа (4-недельное введение тесто-
стерона и соединения (III)). Железистый эпителий без дистрофических изменений.

(a) (б)

(в) (г)
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интактной нормы, тогда как при введении рефе-
ренсного препарата данный показатель не имел
достоверных различий с контрольной группой
(рис. 5). Показатели объемной плотности стромы
во всех группах статистически не отличались от
интактных животных, что характерно для тесто-
стероновой модели [23].

В модели ДГПЖ, индуцированной сульпири-
дом, патологические изменения опосредуются
гиперпролактинемией – характерным побочным
эффектом данного нейролептика [24]. Активиза-
ция гипофизарной секреции пролактина вносит
свой вклад в патогенез ДГПЖ, который обычно
развивается на фоне дисбаланса между андроге-
нами и пролактином [25]. В предстательной же-
лезе, особенно в ее строме, имеется много рецеп-
торов пролактина, которые участвуют в рецеп-
торных отношениях с железистым эпителием, а
также в процессах ремоделирования ткани про-
статы.

В эксперименте на сульпиридной модели
ДГПЖ нами показано, что 8-недельное введение
нейролептика вызывало патологические измене-
ния как в железистом, так и в стромальном ком-
партментах простаты. У животных контрольной
группы отмечалось развитие очаговой желези-
стой гиперплазии, сходной с описанной выше в
тестостероновой модели. К характерным призна-
кам относятся появление новых очагов пролифе-
рации в просвете ацинусов, изменение состояния
железистого эпителия, указывающее на его мито-
тическую активность, кистозное расширение
простатических желез, заполненных секретом в
виде эозинофильной и ШИК-позитивной суб-

станции (мукополисахариды, выявляемые в реак-
ции с Шифф-йодной кислотой). Во всех отделах
предстательной железы выявлялись выраженное
венозное полнокровие, отек и коллагенизация
стромы. Таким образом, выявленные патологи-
ческие изменения в простате крыс контрольной
группы соответствуют II–III стадии гиперпласти-
ческого процесса (рис. 6а).

В группе животных, получавших сульпирид и
препарат сравнения финастерид, отмечалась тен-
денция к небольшой регрессии гиперпластиче-
ского процесса по сравнению с контролем, что
выражалось в снижении активности пролифера-
тивных процессов как в эпителии, так и в строме
простаты. Вместе с тем у всех животных рефе-
ренсной группы зафиксирована умеренная оча-
говая гиперплазия железистого эпителия, при-
знаки коллагенизации стромы, а также умерен-
ные гемодинамические нарушения в виде
полнокровия сосудов и плазматического отека
интерстициальной ткани (рис. 6б).

В группе животных, получавших соединение
(III) и сульпирид, визуально отмечалось умень-
шение патологических изменений в простате,
аналогично эффекту финастерида. Это проявля-
лось в виде менее выраженного пролиферативно-
го процесса в секреторной части простаты по
сравнению с крысами контрольной группы. В
строме периуретральной зоны сохранялись уме-
ренные гемодинамические нарушения в виде ве-
нозного полнокровия и отека, что способствова-
ло затруднению оттока секрета из желез и сопро-
вождалось их кистозным расширением. Стенки

Рис. 5. Влияние соединения (III) на показатели объемной плотности компонентов предстательной железы крыс ли-
нии Wistar в модели ДГПЖ, индуцированной тестостероном. Данные представлены в виде среднего значения ± ошиб-
ка среднего; # р < 0.05 – достоверные различия относительно интактной группы; * p < 0.05 – достоверные различия
относительно контрольной группы.
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кровеносных сосудов утолщены, просветы их
сужены (рис. 6в).

По данным морфометрического анализа, в ре-
зультате 8-недельного введения сульпирида объ-
емная плотность стромы простаты у крыс кон-
трольной группы достоверно увеличивалась в
1.4 раза, а просвет желез уменьшался в 1.2 раза от-
носительно интактных животных (рис. 7). Плот-
ность железистого эпителия увеличивалась не-
значимо (в 1.1 раза).

Введение финастерида на фоне сульпирида
вызывало у животных достоверное снижение
объемной плотности эпителия и стромы проста-
ты относительно контрольной группы (в 1.3 и
1.4 раза соответственно) (рис. 7). Соединение
(III) проявляло аналогичный антипролифератив-
ный эффект в эпителии желез, а именно сниже-
ние объемной плотности в 1.2 раза относительно

контроля, однако снижение объемной плотности
стромы в 1.4 раза против контроля было статисти-
чески недостоверным. Показатель просвета же-
лез существенно увеличивался как под влиянием
соединения (III), так и финастерида (в 1.3 раза),
демонстрируя достоверные различия с контроль-
ной группой (рис. 7).

Таким образом, в сульпиридной модели
ДГПЖ введение соединения (III) снижало про-
лиферативную активность эпителия простаты
подобно финастериду. При этом оба агента под-
держивали нормальные размеры стромы, харак-
терные для интактных животных.

Острая токсичность. Острую токсичность со-
единения (III) определяли на мышах CD-1 в срав-
нении с финастеридом и DCA с регистрацией ко-
личества летальных исходов в течение 14 сут.

Рис. 6. Сульпиридная модель ДГПЖ. Дорсолатеральный отдел предстательной железы крыс линии Wistar. Окрашива-
ние ШИК–гематоксилин–оранжевый G, увеличение 200×. (а) – Контрольная группа (8-недельное введение сульпи-
рида). Коллагенизация и отек стромы; (б) – референсная группа (8-недельное введение сульпирида и финастерида).
Умеренная гиперплазия железистого эпителия, гемодинамические нарушения в виде полнокровия сосудов и плазма-
тический отек межуточной ткани; (в) – опытная группа (8-недельное введение сульпирида и соединения (III)). Отек
и коллагенизация стромы.

(a)

(в)

(б)
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Установлено, что введение агентов в дозе
750 мг/кг не приводило к гибели животных во
всех экспериментальных группах. Повышение
дозы до 1500 мг/кг вызывало гибель 100% мышей
в группе с введением финастерида и 66% мышей в
группе с введением DCA. Введение соединения
(III) в дозе 1500 мг/кг не вызывало гибель живот-
ных. Расчетные величины LD50 у финастерида,
DCA и соединения (III) составили 1060, 1260 и
>1500 мг/кг соответственно.

Таким образом, в результате химической мо-
дификации DCA токсичность производного (III)
существенно снизилась по сравнению с исход-
ным соединением и финастеридом.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез 3-(пиридин-3'-ил)-5-(24''-нор-3'',12''-
диоксо-5''--холан-23''-ил)-1,2,4-оксадиазола (III).
Спектры 1Н- и 13С-ЯМР и регистрировали на
спектрометрах AV-300 (Bruker, Германия; рабочая
частота на ядрах 1Н – 300.13 МГц, на ядрах 13С –
75.47 МГц) и DRX-500 (Bruker, Германия; рабочая
частота на ядрах 1Н – 500.13 МГц, на ядрах 13С –
125.76 МГц) с использованием сигнала хлоро-
форма (δH 7.24, δС 76.90 м.д.) в качестве внутрен-
него стандарта. Химические сдвиги сигналов (δ)
приведены в миллионных долях (м.д.), а значения
констант взаимодействия (J) – в герцах (Гц).
Строение полученных соединений устанавливали
на основе анализа спектров 1Н- и 13С-ЯМР с при-
влечением спектров двойного резонанса 1Н-1Н,
двумерных спектров гомоядерной корреляции

1Н-1Н (1Н-1Н COSY) и двумерных спектров гете-
роядерной корреляции 13С-1Н на прямых (С–Н
COSY, 1JС,Н 160) и дальних константах спин-спи-
нового взаимодействия (COLOC, 2,3JC,H 10). В
спектрах 1H-ЯМР указаны химические сдвиги
только характеристических сигналов, поскольку
остов молекулы в ходе реакции сохраняется. Тем-
пературы плавления определяли на приборе
FP900 (Mettler Toledo, Швейцария). Точные зна-
чения масс молекулярных ионов определяли на
масс-спектрометре высокого разрешения с двой-
ной фокусировкой DFS (Double Focusing Sector
Mass Spectrometer, DFS High Resolution GC/MS;
Thermo Scientific, США). Оптическое вращение
измеряли с помощью поляриметра PolAAr 3005
(Optical Activity, Великобритания). ВЭЖХ-анализ
проводили на приборе Milichrom A-02 (Эконова,
Россия), используя в качестве сорбента ProntoSIL
120-5-C18 AQ (размер частиц 5 мкм, колонка 2.0 ×
× 75 мм). Подвижная фаза: очищенная вода Milli-
pore с 0.1% трифторуксусной кислоты, скорость
потока 150 мкл/мин при 35°C с УФ-детектирова-
нием на пяти длинах волн (210, 220, 240, 260,
280 нм). Стандартное время процесса 25 мин, ли-
нейный градиент метанола 0–100%. Чистота целе-
вого соединения для биологических испытаний со-
ставляла ≥99.5% (подтверждена ВЭЖХ-анализом).
Ход реакций и чистоту полученных продуктов кон-
тролировали методом ТСХ на пластинах Silica gel 60
F254 (Merck, Германия) с использованием хлоро-
форма и систем хлороформ–метанол в различных
соотношениях. Очистку продуктов реакции про-
водили колоночной хроматографией на силика-

Рис. 7. Влияние соединения (III) на показатели объемной плотности компонентов предстательной железы крыс ли-
нии Wistar в модели ДГПЖ, индуцированной сульпиридом. Данные представлены в виде среднего значения ± ошибка
среднего; # р < 0.05 – достоверные различия относительно интактной группы; * p < 0.05 – достоверные различия от-
носительно контрольной группы.
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геле (Merck, 60–200 mesh, Мasherey-Nagel GmbH
& Co. KG, Германия). Все растворители, исполь-
зуемые в реакциях и хроматографическом разде-
лении, предварительно перегоняли и сушили в
соответствии со справочными данными. В работе
использовали дезоксихолевую кислоту (DCA,
99%) (abcr GmbH & Co. KG, Германия); N,N'-кар-
бонилдиимидазол (97%) и 3-цианопиридин
(98%) (Acros Organics, Бельгия).

3,12-Диoксо-5β-холан-24-овую кислоту (I) по-
лучали окислением DCA реагентом Джонса с вы-
ходом 95% по известным методикам [10, 11], сиг-
налы спектров 1H- и 13С-ЯМР хорошо согласуют-
ся с литературными данными [26].

N'-Гидроксиникотинимидамид получали из
3-цианопиридина в соответствии с литературной
методикой [27] и использовали в синтезе без до-
полнительной очистки.

N'-(3,12-Диoксо-5-холан-24-илокси)-никотин-
имидамид (II). К 3,12-диoксо-5β-холан-24-овой
кислоте (I) (4.0 г, 10.3 ммоль) в сухом CH2Cl2
(30 мл) при перемешивании добавляли порциями
в течение 15 мин N,N'-карбонилдиимидазол
(1.8 г, 11.3 ммоль). Через 2 ч добавляли N'-гидрок-
синикотинимидамид (1.6 г, 11.3 ммоль) и оставля-
ли перемешиваться при комнатной температуре в
течение 12 ч. Ход реакции контролировали ТСХ.
Реакционную смесь промывали водой, затем на-
сыщенным раствором NaCl, сушили MgSO4. Рас-
творитель удаляли, масса сырого продукта (II) со-
ставила 5.2 г (количественный выход). Имидамид
(II) использовали в последующей реакции без до-
полнительной очистки. Аналитически чистый
образец соединения (II) очищали колоночной
хроматографией (SiO2, элюент CHCl3 с градиен-
том MeOH 0–4.0%) в виде бесцветной аморфной
массы. Т. пл. 129.8–130.5°С, [ ] +63 (c 0.20, CHCl3).
1H-ЯМР (CDCl3, 500 MГц): δ 8.84 (м, 1H, 4J 1.7,
H-2′′), 8.61 (м, 1H, 3J 4.8, 4J 1.5, H-6′′), 8.05 (м, 1H,
3J 8.0, 4J 1.8, H-4′′), 7.32 (м, 1H, 3J 8.0, 3J 4.8, H-5′′),
5.42 (ш.с, 2H, NH2), 1.06 (с, 3H, CH3-19), 1.02
(с, 3H, CH3-18), 0.85 (д, 3H, 3J21,20 6.3, CH3-21).
Сигналы остальных протонов лежат в области
1.00–2.68 м.д. 13C-ЯМР (CDCl3, 75 MГц): δ 214.5
(c, C-12), 212.4 (c, C-3), 171.5 (c, C-24), 153.9 (c, C-
3′), 151.4 (д, C-6′′), 147.3 (д, C-2′′), 134.8 (д, C-4′′),
127.4 (с, C-3′′), 123.4 (д, C-5′′), 58.5, 57.5, 46.2, 44.2,
43.5, 41.9, 38.2, 36.7, 36.6, 35.4, 35.3, 35.2, 30.3, 29.8,
27.3, 26.4, 25.3, 24.1, 21.9 (к, C-19), 18.4 (к, C-21),
11.6 (к, C-18).

3-(Пиридин-3'-ил)-5-(24''-нор-3'',12''-диоксо-
5''-холан-23''ил)-1,2,4-оксадиазол (III). К пере-
мешиваемому раствору имидамида (II) (2.03 г,
4.0 ммоль) в DMSO (20 мл) при 60°С добавляли
КОН (0.67 г, 12.0 ммоль). Ход реакции контроли-
ровали ТСХ. Реакционную смесь охлаждали до

23
Dα

комнатной температуры, добавляли H2O (100 мл)
и экстрагировали AcOEt (3 × 70 мл). Объединен-
ные органические вытяжки промывали H2O, на-
сыщенным раствором NaCl, сушили MgSO4. Рас-
творитель удаляли, масса реакционной смеси со-
ставляла 1.9 г. Очистку продукта (III) проводили
колоночной хроматографией (SiO2, элюент
CHCl3 с градиентом MeOH 0–3.0%). Масса 1,2,4-
окадиазольного производного (III) составляла
1.14 г (выход 58%, в виде бесцветной прозрачной
аморфной массы). Т. пл. 171.2–172.6°С, [ ] +73
(c 0.20; CHCl3). HRMS: m/z вычисл. C30H39O3N
489.2986; найдено 489.2985. 1H-ЯМР (CDCl3,
500 MГц): δ 9.26 (м, 1H, 4J 1.7, 5J 0.7, H-2′′), 8.69 (м,
1H, 3J 4.9, 4J 1.6, H-6′′), 8.30 (м, 1H, 3J 8.0, 4J 1.8, H-
4′′′), 7.38 (м, 1H, 3J 8.0, 3J 4.8, H-5′′), 3.0 (ддд, 1H,
2J 15.8, J23,22 9.8, J23,22′ 5.3, H-23), 2.89 (ддд, 1H,
2J 15.8, J23′,22′ 9.2, J23′,22 6.8, H-23′), 2.58 (дд, 1H, 2J =
= J11a,9a = 12.5, H-11a), 2.54 (дд, 1H, 2J 15.0, J4a,5a 13.3,
H-4a), 2.30 (ддд, 1H, 2J = J2a,1a = 14.7, J2a,1e 5.2, H-2a),
1.08 (с, 3H, CH3-19), 1.03 (с, 3H, CH3-18), 0.84
(д, 3H, 3J21,20 6.3, CH3-21). Сигналы остальных
протонов лежат в области 1.00–2.68 м.д. 13C-ЯМР
(CDCl3, 125 MГц): δ 213.7 (c, C-12), 211.7 (c, C-3),
180.7 (c, C-5′), 166.2 (c, C-3′), 151.8 (д, C-6′′), 148.5
(д, C-2′′), 134.5 (д, C-4′′), 123.4 (д, C-5′′), 123.2 (с,
C-3), 58.4, 57.4, 46.3, 44.2, 43.5, 42.0, 38.2, 36.7,
36.6, 35.5, 35.5, 35.3, 32.1, 27.4, 26.5, 25.3, 24.1, 23.8,
22.0 (к, C-19), 18.4 (к, C-21), 11.6 (к, C-18).

Молекулярный докинг. Молекулярное модели-
рование осуществляли в среде визуализации
Schrodinger Maestro с использованием приложе-
ний из пакета Schrodinger Small Molecule Drug
Discovery Suite 2017-1 [12]. Трехмерные структуры
производных получали эмпирически в приложе-
нии LigPrep с использованием силового поля
OPLS3 [13]. Принимали во внимание все возмож-
ные таутомерные формы соединений, а также все
ионизированные формы соединений в диапазоне
pH 7.0 ± 2.0. Для расчетов применяли модель 5-α-
редуктазы (PDB ID 7BW1 [14], разрешение 2.8 Å).
Для моделирования возможного механизма свя-
зывания с выбранной мишенью выполняли моле-
кулярный докинг соединений в сайт связывания
аддукта финастерида и NADP-Н в приложении
Glide [28]. Область поиска для расчетной функ-
ции докинга выбирали автоматически, исходя из
размеров и физико-химических свойств аддукта.
Применяли алгоритм повышенной точности до-
кинга XP (extra precision). Докинг проводили в
сравнении с аддуктом финастерида и NADP-Н.
Его трехмерную структуру получали в базе дан-
ных PubChem и подготавливали в приложении
LigPrep. Нековалентные взаимодействия соеди-
нений в сайте связывания визуализировали с по-
мощью Biovia Discovery Studio Visualizer [29].

20
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Простатопротекторные свойства. Простато-
протекторные свойства соединения (III) изучали
в двух гормон-зависимых моделях ДГПЖ. В экс-
перименте использовали самцов крыс линии
Wistаr массой 250–350 г (возраст 3.5 мес.), полу-
ченных из вивария ФИЦ Института цитологии и
генетики СО РАН. Животных содержали в стан-
дартных условиях со свободным доступом к воде
и стандартному гранулированному корму, с
влажностью и температурным контролем, 12-ча-
совым циклом света и темноты.

Тестостероновая модель ДГПЖ. Животных
разделили на четыре группы, по пять крыс в каж-
дой. Крысам контрольной, референсной и опыт-
ных групп ежедневно вводили подкожно тесто-
стерона пропионат (Дальхимфарм, Россия) в дозе
20 мг/кг [18]. Через час после инъекции тестосте-
рона крысам опытных групп вводили внутриже-
лудочно водно-твиновую суспензию соединения
(III) в дозе 20 мг/кг, референсной группе – фина-
стерид (Пенестер, Zentiva, Чехия) в дозе 10 мг/кг,
контрольной группе – водно-твиновую суспен-
зию. Для приготовления суспензий в воду добав-
ляли 1% твина-80. Доза финастерида выбрана на
основе анализа литературных данных [30], а доза
исследуемого соединения – исходя из предвари-
тельных экспериментов. Интактных животных не
подвергали воздействиям. Длительность экспе-
римента составила 28 сут. Всех животных выво-
дили из эксперимента декапитацией, далее про-
водили вскрытие животных и забор биологиче-
ского материала. Ткань простаты подвергали
стандартной гистологической обработке и иссле-
довали светооптическим методом. Изменения
объемных показателей структурных компонентов
ткани предстательной железы количественно
оценивали методом морфометрического анализа.

Сульпиридная модель ДГПЖ. Животных разде-
лили на четыре группы, по пять крыс в каждой.
Крысам контрольной, референсной и опытной
групп ежедневно вводили внутрибрюшинно
сульпирид (Санофи, Франция) в дозе 40 мг/кг
[19]. Через час после введения сульпирида кры-
сам опытных групп вводили внутрижелудочно
водно-твиновую суспензию соединения (III) в
дозе 20 мг/кг, референсной группе – финастерид
(Пенестер, Zentiva, Чехия) в дозе 10 мг/кг, кон-
трольной группе – водно-твиновую суспензию.
Группа интактных животных не подвергалась
воздействиям. Длительность эксперимента со-
ставила 60 сут. Всех животных выводили из экс-
перимента, забирали биологический материал и
проводили исследования, аналогичные предыду-
щей модели.

Морфометрический анализ срезов. Анализ про-
водили при 400× увеличении микроскопа с ис-
пользованием окулярной сетки на 289 точек.
Подсчет объемной плотности (Vv) эпителия, ин-

терстициальной ткани и просвета желез проводи-
ли в 25 полях зрения каждого препарата (пять
снимков от одного животного). Объемную плот-
ность каждого структурного компонента опреде-
ляли по его доле по формуле: Vv = x/n, где x – ко-
личество точек, приходящихся на определенный
структурный компонент; n – общее количество
подсчитанных точек [31].

Острая токсичность. Острую токсичность оце-
нивали на мышах-самцах CD-1 массой 20–25 г
(возраст 2 мес.), полученных из вивария ФИЦ
Института цитологии и генетики СО РАН. Со-
единения вводили внутрижелудочно через зонд в
виде водно-твиновой суспензии в дозах 750 и
1500 мг/кг. В каждой группе было по шесть жи-
вотных. Наблюдения за животными проводили
через 1, 4 и 24 ч в первые сутки, а затем 1 раз в сут-
ки в течение 14 сут с регистрацией количества ле-
тальных исходов. Величину среднесмертельной
дозы определяли методом пробит-анализа по
Литчвилду–Уилкоксону по логарифмической
шкале “доза–эффект” [32].

Статистическая обработка данных. Использо-
вали пакет программ Statistica 8.0 (Stat Soft. Inc.,
США). Для представления количественных пока-
зателей в таблицах вычисляли среднее значение и
стандартную ошибку среднего. Межгрупповое
сравнение данных проводили с помощью U-кри-
терия Манна–Уитни. Различия считали досто-
верными при р ≤ 0.05.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе представлен синтез нового 1,2,4-ок-
садиазольного производного дезоксихолевой
кислоты, содержащего в 3-м положении гетеро-
цикла мета-пиридиновый фрагмент (III). В экс-
перименте in silico показан механизм образования
связи соединения (III) в сайте связывания с 5-АР
по аналогии с аддуктом финастерида и NADP.
Установлено, что соединение (III) и финастерид
имеют сопоставимые величины показателей
энергии связывания (–15.20 и –20.50 ккал/моль
соответственно). В экспериментах in vivo на двух
моделях ДГПЖ, индуцированных тестостероном
и сульпиридом у крыс Wistar, соединение (III)
при внутрижелудочном введении в дозе 20 мг/кг
проявляло значимый антипролиферативный эф-
фект в железистом эпителии и строме простаты,
который по выраженности не уступал эффекту
финастерида в эффективной дозе (10 мг/кг). На
мышах CD-1 показано, что производное (III) ме-
нее токсично (LD50 > 1500 мг/кг), чем финастерид
(LD50 = 1060 мг/кг).

Таким образом, новое 1,2,4-оксадиазольное
производное дезоксихолевой кислоты можно рас-
сматривать как перспективный агент, простатопро-
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текторный эффект которого при ДГПЖ с высокой
вероятностью связан с ингибированием 5-АР.
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Experimental Assessment of 3-meta-Pyridine-1,2,4-Oxadiazole Deoxycholic Acid 
Derivative as a Prototype of 5--Reductase Inhibitors in silico and in vivo Models

Yu. V. Meshkova*, D. S. Baev*, I. V. Sorokina*, #, I. I. Popadyuk*, O. V. Salomatina*, N. A. Zhukova*, 
T. G. Tolstikova*, and N. F. Salakhutdinov*

#Phone: +7 (383) 330-36-63; e-mail: sorokina.irina55@gmail.com
*Novosibirsk Institute of Organic Chemistry SB RAS,  prosp. Lavrentieva 9, Novosibirsk, 630090 Russia

5-α-Reductase (5-AR) inhibitors are considered the most effective drugs in the treatment of proliferative
processes in prostate adenoma. These include two synthetic azasteroids – finasteride and dutasteride, which
cause side effects in conditions of long-term course therapy which form the disorders of sexual function in
men. We propose 3-meta-pyridine-1,2,4-oxadiazole derivative of deoxycholic acid as prototype of low-toxic
5-AR inhibitors. It has been shown that the new agent is able to penetrate the 5-AR binding site through the
formation of covalent adducts with NADP-H, like finasteride. At the same time, both ligands have compa-
rable with the target binding energy values (–20 and –15 kcal/mol, respectively, for finasteride and target
compound). In experiments on testosterone and sulpiride models of BPH, we have found that intragastric ad-
ministration of DCA derivative at a dose of 20 mg/kg and finasteride at a dose of 10 mg/kg has a similar pros-
tatoprotective effect by reducing proliferative processes in the glandular epithelium and prostate stroma of
rats. The new agent is less toxic than finasteride: the LD50 value in mice is >1500 mg/kg versus 1060 mg/kg
in finasteride. Based on the results obtained, the 3-meta-pyridine-1,2,4-oxadiazole derivative of deoxycholic
acid can be considered as a promising candidate for preclinical testing.

Keywords: 5- -reductase inhibitors, oxadiazole derivatives of deoxycholic acid, toxicity, benign prostatic hyper-
plasia, rats
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