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Список сокращений 

ABCO – 1-азабицикло[2.2.2]октан 
ADIBO – азадибензоциклооктан 
AT – 1,8,9-anthracentriol 
CHCA – α-cyano-4-hydroxycinnamic acid 
DABCO – 1,4-диазабицикло[2.2.2]октан 
DBU – 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene 
DHB – 2,5-дигидроксибензойная кислота (2,5-dihydroxybenzoic acid) 
DMAP – 4-диметиламинопиридин 
DMT-MM – 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chloride 

(конденсирующий реагент) 
DTT – дитиотреит 
EDC – 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (конденсирующий реагент) 
ESI – ионизация электрораспылением (electrospray ionization) 
Glc – глюкоза 
HABA – 2-(4-hydroxyphenylazo)benzoic acid 
HOBt – 1-гидроксибензотриазол 
IAA – trans-3-indoleacetic acid 
ICAT – изотопно кодируемая аффинная метка (isotope-coded affinity tag) 
LC – жидкостная хроматография 
LOD – нижний предел детекции 
MALDI – матрично-активированная (промотируемая матрицей) лазерная 

 десорбция/ионизация (matrix assisted laser desorption/ionization) 
MRM – множественный мониторинг реакций (multiple reaction monitoring) 
MS-MS – тандемная масс-спектрометрия 
NALDI – nanowire-assisted laser desorption/ionization 
PAMAM – полиамидоамин (дендример) 
Px – пиксил (9-phenylxanthyl, pixyl) 
PyAOP – (7-azabenzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate 
SIM – режим выбора иона (selected ion mode) 
TBTA – трис[(1-бензил-1H-1,2,3-триазол-4-ил)метил]амин 
TCEP – трис(2-карбоксиэтил)фосфин 
THAP – 2′,4′,6′-тригидроксиацетофенон моногидрат (2′,4′,6′-trihydroxyacetophenone 

monohydrate) 
TMEDA – N,N,N′,N′-тетраметилэтилендиамин 
TMPP – трис(2,4,6-триметилфенилфосфоний) 
 
 
АПФ – ангиотензинпревращающий фермент 
БСА – бычий сывороточный альбумин 
ВЭЖХ – (HPLC) высокоэффективная жидкостная хроматография 
ДАС – (CID) диссоциация, активируемая соударением (collision-induced dissociation) 
ДМСО – диметилсульфоксид 
ДМФА – диметилформамид 
ДМФЭ – димиристоилфосфатидил-этаноламин 
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ДНФГ – 2,4-динитрофенилгидразин 
ДОЭ – диссоциация при отрыве электрона 
ДФФЭ – дифетанилфосфатидил-этаноламин 
ДХМ – дихлорметан 
ДЦК – N,N′-дициклогексилкарбодиимид 
ДЭЗ – диссоциация при электронном захвате 
ИКМФД – инфракрасная мультифотонная диссоциация 
МС – масс-спектрометрия 
ПАУ – полициклические ароматические углеводороды 
ПММА – полиметилметакрилат 
ТГФ – тетрагидрофуран 
ТСХ – тонкослойная хроматография 
УФ – ультрафиолетовый 
УЭЖХ – (UPLC) ультраэффективная жидкостная хроматография 
ЯМР – ядерный магнитный резонанс 
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Введение 

Масс-спектрометрия (МС) в настоящее время служит мощным методом анализа и 

исследования веществ. Развитие методологии, инструментальной базы и способов 

обработки данных предоставляет исследователям новые возможности. Расширяются и 

появляются всё новые области применения МС. Выпускается несколько 

специализированных научных журналов, посвященных различным аспектам МС [1]. 

Появляются всё новые монографии и учебники, в которых обобщаются достижения в 

данной области [2–76]. Существуют многочисленные учебные и справочные онлайн-

ресурсы по МС [77]. 

В МС исследуют ионы (заряженные атомы, молекулы, кластеры и т.д., вплоть до 

отдельных вирусных частиц), движущиеся в магнитном поле. С помощью масс-

спектрометров определяют отношение массы исследуемой частицы к ее заряду. Поэтому 

ионизация (придание молекуле заряда) – это фундаментальная проблема в МС. Способ 

ионизации служит основной отличительной чертой в классификации методов МС. В 

настоящее время наибольшее распространение получили методы матрично-

активированной (промотируемой матрицей) лазерной десорбции/ионизации (MALDI, 

matrix assisted laser desorption/ionization) [78–85] и ионизации электрораспылением (ESI, 

electrospray ionization) [86–90]. В методе MALDI анализируемое вещество добавляется к 

хорошо кристаллизующемуся низкомолекулярному полярному ароматическому веществу, 

так называемой матрице; при испарении под действием мощного лазера кристаллов 

матрицы в вакууме происходит десорбция с подложки анализируемых молекул с их 

одновременной ионизацией (рис. 1.1а). В методе электрораспыления мельчайшие капли 

раствора анализируемого вещества разбрызгиваются в электрическом поле, при этом 

происходит испарение растворителя и ионизация анализируемого вещества (рис. 1.1б). 

 
Рис. 1.1 а) принцип метода масс-спектрометрии MALDI, б) принцип метода ионизации 

электрораспылением (ESI). 
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Склонность анализируемых веществ к ионизации может быть различна. Для 

индивидуального молекулярного вещества всегда можно подобрать подходящие условия 

ионизации и МС-анализа. Однако, детекция присутствия вещества в смеси представляет 

больший практический интерес (анализ многокомпонентной смеси оказывается гораздо 

более сложной поблемой). Если молекулы целевых веществ ионизируются плохо, то часто 

спектр формируют сигналы лучше ионизирующихся веществ, а пики целевых веществ 

могут затеряться на уровне фона. Диапазон способности биомолекул к ионизации весьма 

велик: например, короткие аргининсодержащие пептиды детектируются в МС весьма 

эффективно, а полярные олигосахариды – с большим трудом. 

Таким образом, для достоверного определения соединений с помощью МС 

необходимо повысить их способность к ионизации. Способность к ионизации 

эффективнее всего можно повысить с помощью химической модификации 

(дериватизации) анализируемых соединений. Дериватизация широко применяется в МС 

[91–117]. Даже простое блокирование (ацилирование, силилирование и т.д.) полярных 

гидроксильных групп вещества приводит к увеличению его «летучести» в масс-

спектрометрах и, соответственно, к снижению предела детекции с помощью МС. Для 

улучшения ионизируемости молекул можно также вводить в них полярные группы – 

способные к легкой ионизации или уже заряженные; именно такие модификации 

рассматриваются в обзоре литературы (Глава 1). Помимо повышения чувствительности 

дериватизация также решает задачи по изменению физико-химических характеристик 

вещества (увеличение летучести, повышение термостабильности), выявлению 

структурных особенностей (локализация заряда, детерминация и локализация 

функциональных групп), при этом масса анализируемого вещества или его фрагмента 

увеличивается на некоторую величину (инкремент), характерную для данной метки [118]. 

Кроме перманентных масс-спектрометрических меток, ковалентно присоединяемых 

к молекуле и анализируемых в спектрометре в виде конъюгата (рис. 1.2а), существует и 

другой принцип мечения (био)молекул. В этом случае конъюгат (био)молекула–метка 

участвует в каких-либо биохимических/физико-химических процедурах, включающих 

разделение компонентов, а затем метка отщепляется в виде иона и детектируется в МС 

(рис. 1.2б). Если для нескольких видов молекул использовать метки похожей природы, но 

различной массы, то по масс-спектру можно легко определить как присутствие, так и 

относительное содержание анализируемых веществ. Метод, в силу очевидных 

соображений, может иметь высокие показатели мультиплексности (большое число 

одновременно определяемых веществ). Ионогенные отщепляемые метки рассматриваются 

во второй части Главы 1. 
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Рис. 1.2 Принципиальная схема дериватизации и последующей детекции биомолекул с 

помощью неотщепляемых (перманентных) (а) и отщепляемых (б) масс-
спектрометрических меток. 

Масс-спектрометрические метки (mass tags), как перманентные, так и отщепляемые, 

предназначены для решения широкого круга аналитических задач в области 

биоорганической химии, экологии, молекулярной биологии, иммунологии, генетического 

анализа и т.д. Их разработка является актуальной задачей. В рамках данной 

диссертационной работы делается попытка развития некоторых подходов в области масс-

спектрометрических меток, как отщепляемых, так и неотщепляемых. В качестве 

ионогенных групп изучены производные стабилизированных карбокатионов – 

трифенилметильного и трифенилциклопропенилиевого. В работе предложены новые 

реагенты и новые методы анализа аминов – как легких летучих аминов, так и различных 

физиологически активных аминов, в частности, аминогликозидных антибиотиков. Одна из 

меток применена для исследования нового аминогликозидного антибиотика. 

Работа выполнена в Лаборатории органического синтеза Института 

биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН (ИБХ 

РАН) при взаимодействии с коллегами из Группы биоконъюгации и Лаборатории 

нейрорецепторов и нейрорегуляторов ИБХ РАН, Лаборатории химического изучения 

биологически активных соединений микробного происхождения Научно-

исследовательского института по изысканию новых антибиотиков им. Г.Ф. Гаузе РАН и 

Лаборатории спектральных исследований Института нефтехимического синтеза им. 

А.В. Топчиева РАН. 
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Глава 1. Химия ионогенных масс-спектрометрических меток 
(Обзор литературы) 

Предметом расмотрения данного обзора будет служить ковалентная модификация 

молекул масс-спектрометрическими метками, содержащими электрический заряд, или 

способными к ионизации тем или иным способом с последующей детекцией в МС 

конъюгата молекула–метка или отщепившейся от конъюгата индивидуальной метки. Как 

уже было сказано, ионогенные масс-спектрометрические метки можно подразделить на 1) 

неотщепляемые и 2) отщепляемые. У каждого из этих классов меток имеется своя область 

применения, и они рассмотрены в двух разделах обзора литературы. 

Разумеется, в литературе неоднократно обсуждались те или иные аспекты 

применения масс-спектрометрических меток (например, в обзорах по дериватизации в 

МС, по методам исследования в протеомике или по детекции того или иного класса 

веществ). Однако нам не удалось найти обзоры, рассматривающие ионогенные масс-

спектрометрические метки с химической точки зрения. 

Следует отметить, что в масс-спектрометрической детекции биомолекул широкое 

распространение получили методы, основанные на применении стабильных изотопов. В 

этом случае образцы из различных источников (тканей, организмов, штаммов и т.п.) 

модифицируют («метят») реагентами, химически одинаковыми, но немного 

различающимися по массе в результате замены нескольких атомов стабильными 

изотопами, в первую очередь 2H и 13C. Эта процедура делает возможным количественное 

сопоставление содержания определённых молекул в различных образцах. Реагенты, 

используемые в подобных методах (ICAT [119–122] и др.), не являются предметом 

рассмотрения данного обзора, за исключением тех случаев, когда модификация содержит 

ионогенную (способную к ионизации или уже ионизированную) группу. 

1.1 Неотщепляемые ионогенные масс-спектометрические метки 
Для рассмотрения меток, предназначенных для МС-анализа (био)молекул в виде 

ковалентных конъюгатов, необходимо выбрать адекватную классификацию материала. 

Можно рассматривать литературные данные с точки зрения: 

– химической природы ионогенной группы метки; 

– химической природы функциональной группы (в анализируемой молекуле), по 

которой проводится модификация; 

– типа детектируемых/модифицируемых молекул. 

Эти три подхода имеют свои достоинства и недостатки. Поскольку для основной 

массы исследователей представляет интерес прикладной аспект детекции с помощью МС 
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преимущественно биологически значимых молекул, мы в настоящем обзоре старались 

рассмотреть материал в первую очередь с использованием последнего способа 

классификации (по типу анализируемых веществ), и лишь в пределах каждого типа 

веществ применить последовательно классификации по модифицируемой 

функциональной группе и ионогенной группировке. Такой подход наименее оправдан с 

точки зрения органической химии (описывающей синтез метки и реакции модификации), 

но наиболее удобен для читателей, специализирующихся в определённых областях 

биоорганической химии и молекулярной биологии, которым, собственно, и могут 

потребоваться в исследованиях масс-спектрометрические метки. 

1.1.1 Детекция пептидов и белков 
Из всех типов биологически значимых молекул наиболее массовый характер 

приобрела масс-спектрометрическая детекция белков и пептидов. Это связано, прежде 

всего, с исключительной важностью и разнообразием функций белков в живых 

организмах. От установления структуры и функции отдельных белков наука перешла к их 

сплошному скринингу. В протеомике были разработаны высокопроизводительные методы 

анализа, в первую очередь основанные на МС. Зачастую некоторые белки, например, 

белки-мишени лекарств или биомаркеры, присутствуют в очень низких концентрациях в 

реальных образцах сложных белковых смесей, что сильно затрудняет их детекцию. 

Общим методом исследования строения белков является их ферментативное расщепление 

на пептиды различной длины с последующим анализом полученных фрагментов с 

помощью МС. При этом решаются проблемы, связанные с различием свойств пептидов в 

условиях МС. Поэтому были разработаны методы химической модификации пептидов для 

введения в них ионогенной группы. 

Важнейшей задачей протеомики, как сказано выше, служит определение 

аминокислотной последовательности пептидов и белков. В последние годы разработан 

ряд масс-спектрометрических методов секвенирования [123–128]. Их преимущество по 

сравнению с классическими методами биохимии (деградация по Эдману) – более высокая 

чувствительность (МС-методы позволяют проводить анализ на атто- и зепта-мольных 

количествах аналита) и возможность изучения посттрасляционных модификаций. 

Комбинация МС с ВЭЖХ позволяет избежать процедур очистки и пробоподготовки 

пептидов. Особый практический интерес представляет масс-спектрометрическое de novo 

секвенирование пептидов. Тандемный масс-спектр MS-MS для этих целей получают 

фрагментацией протонированных молекул пептида. На рис. 1.3 представлены возможные 

пути фрагментации полипептидной цепи и серии образующихся ионов.  
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Рис. 1.3 Возможные пути фрагментация полипептидной цепи при ионизации в MS-MS. 

Для активации разрывов различных связей используют такие методы, как ДАС 

(диссоциация, активированная соударениями), ДЭЗ (диссоциация при электронном 

захвате), УФ-фотодиссоциация, ДОЭ (диссоциация при отрыве электрона), ИКМФД 

(инфракрасная мультифотонная диссоциация).  

Дериватизация белков и пептидов имеет своей целью не только увеличение 

ионизационных способностей анализируемых молекул, но и в некоторых случаях 

усиление специфической фрагментации, что может существенно облегчить трудоёмкую 

задачу по идентификации исследуемых соединений. Некоторые ранние методы 

дериватизации пептидов ионогенными метками рассмотрены в отличном обзоре 1998 г. 

[92], поэтому здесь они будут упомянуты кратко. Также стоит отметить обзор 2014 г. 

[129] по химической дериватизации пептидов и пептидов с посттрасляционными 

модификациями. 

1.1.1.1 Модификация по аминогруппе 

В любом пептиде или белке присутствует, по крайней мере, одна аминогруппа – N-

терминальная. Кроме того, в их состав часто входит остаток лизина, содержащий 

аминогруппу в боковой цепи. Например, при трипсинолизе происходит расщепление 

белков по остаткам оснóвных аминокислот, аргинина и лизина, в результате в каждом 

полученном пептиде имеется один остаток аргинина или лизина в качестве C-

терминальной аминокислоты. Склонность гуанидиновой группы аргинина к 

протонированию примерно на два порядка больше, чем у аминогруппы лизина (pKa 

протонированных форм 12.48 и 10.53, соответственно). Основность N-концевой 

аминогруппы обычно ещё меньше (pKa около 9.0). В результате, в МС чувствительность 

детекции (интенсивность пика [M+H]+) аргининсодержащих пептидов наибольшая, а 

пептидов, не содержащих остатков ни аргинина, ни лизина, – наименьшая (для пептидов 

одинаковой длины и похожего аминокислотного состава). Специальное исследование 

показало, что замена в пептиде остатка лизина на остаток аргинина приводит, как 

правило, к возрастанию интенсивности молекулярного пика в MALDI-МС более чем в 4 

раза (до 18 раз) [130]. Таким образом, гуанидиновую группировку можно считать 

ионогенной. 
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1.1.1.1.1 Гуанидилирование 

Гуанидилирование белков, т.е. замена аминогрупп в боковых цепях лизиновых 

остатков на гуанидин, известно давно [131 и цитированные там работы]. Остаток лизина 

1.1 в белках действием O-метилизомочевины 1.2 в щелочной среде гладко превращается в 

остаток гомоаргинина 1.3. Эта реакция может быть применена ко всем устойчивым при 

pH 10–11 белкам, содержащим остаток лизина. По мере развития методов МС она стала 

широко использоваться для «выравнивания» ионизации триптических пептидов [132–

142]. 

HN

O

HN

NH
O

HN

H2N
O

pH 10-11

остаток лизина
в пептиде/белке

1.1

NH2

CH3
1.2

1.3

HN
NH2

H15N

H2
15N

O
CH3

1.4

остаток гомоаргинина
в пептиде/белке  

Было показано, что гуанидилирование белков усиливает их специфичную 

фрагментацию при плазменной десорбции с использованием 252Cf [132]. 

Гуанидилирование белка перед расщеплением карбоксипептидазами позволяет различить 

Lys и Gln (массы 128.17 и 128.13 Да, соответственно) в полученных пептидах [133]. Были 

разработаны методы гуанидилирования триптических пептидов исключительно по 

боковой аминогуппе остатка лизина [134–138], причём время реакции гуанидилирования 

было сокращено до 5 мин, а рабочие концетрации белка достигали 50 фмоль [138]. 

Вещество 1.2 обычно применяют в виде гидросульфата. Недавно было показано, что 

использование реагента 1.2 в виде свободного основания позволяет избежать процедур 

обессоливания и приводит к дополнительному увеличению интенсивности пиков 

пептидов в MALDI-МС. Например, для триптического петида БСА гуанидилирование 

свободным основанием увеличивает интенсивность пика более чем в 10 раз по сравнению 

с дериватизацией гидросульфатом 1.2 [142]. Для количественной протеомики предложен 

изотопно-меченый реагент 1.4, позволяющий определить соотношение одинаковых 

пептидов в смеси двух образцов из различных источников, используя разницу в массе в 

2 Да [139]. 

Для модификации боковых аминогрупп остатков лизина использовался также 

циклический реагент 1.5 в немного более щелочной среде [143–145]. Продуктом 

модификации в этом случае является циклическое производное гомоаргинина – остаток 
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Nε-(4,5-дигидро-1H-имидазол-2-ил)-лизина 1.7. Изомочевина 1.5 даёт бóльшую прибавку 

массы при модификации аминов, чем реагент 1.2. Получен также реагент 1.6, масса 

которого увеличена на 4 Да за счёт замещения атомов водорода в цикле на дейтерий [143]. 

остаток лизина
в пептиде/белке

HN

O

HN

NH
O

O

pH 11.5-12.0

1.1

NH2

CH3

1.5

1.7

1.6
NH

N

RR

R
R

N

N
H

O
CH3

N

N
H

D
D

D
D

R = H or D

 

1.1.1.1.2 Третичные амины и четвертичные аммониевые катионы 

Триалкиламины обладают высокой основностью и склонностью к протонированию 

(например, pKa протонированного триэтиламина 10.75), а четвертичные аммониевые 

катионы несут постоянный положительный заряд. Обе эти группы нашли применение для 

ионогенной функционализации пептидов. Но дериватизация аминогрупп проводилась 

только с образованием производных четвертичных аммониевых солей. 

Четвертичный аммониевый катион на пептиде может быть получен из терминальной 

аминогруппы. При прямой кватернизации аминогруппы пептида 1.8 обработкой его 

метилиодидом выходы катиона 1.9 невелики [146]; метод разрабатывался для масс-

спектрометрического секвенирования коротких пептидов по фрагментации. 

H2N Peptide CO2H
CH3I

N Peptide CO2H

CH3

CH3

H3C

1.8 1.9  
Для увеличения выхода продукта кватернизации использовали двухстадийную 

реакцию: ацилирование пептида хлорангидридом хлоруксусной кислоты с последующей 

обработкой триэтиламином; при этом хлорацетильный остаток алкилирует основание с 

образованием четвертичной аммониевой соли 1.10 [147] (экспериментальные детали в 

работе не приведены). 

H2N Peptide CO2H HN Peptide CO2H

1. ClCH2COCl
2. Et3N

N

O

1.8 1.10  
Такой подход оказался более продуктивным и затем использовался в различных 

вариантах [148–158]. Вместо триэтиламина использовали также триметиламин [148]. 

Вместо хлорацетилхлорида применяли ангидрид иодуксусной кислоты. Введение 
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заряженной группы, с одной стороны, увеличивает интенсивность сигнала в масс-спектре, 

а с другой стороны – уменьшает поверхностную активность молекулы, что способствует 

уменьшению интенсивности сигнала из-за увеличения гидрофильного характера пептида. 

Для разрешения этого противоречия авторы предложили использовать гидрофобные 

фрагменты в дериватизирующих реагентах (триалкиламинах) для увеличения 

поверхностной активности пептидов [149]. 

0
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Рис. 1.4 Относительная интенсивность сигналов [М–Н]+ для недериватизированного пептида 

FGAKQA и продуктов его дериватизации триметиламином (ТМА), диметилгексиламином 
(ДМГА) и диметилоктиламином (ДМОА) [149]. 

Как видно из рис. 1.4, наиболее интенсивный пик производного наблюдается в 

случае введения октильного радикала вместо метила. Возможно, ещё более гидрофобные 

модификации могли бы показать лучшие результаты, однако их использование 

ограничено плохой растворимостью полученного продукта в воде [149]. Отмечается, что 

проведение реакции с иодуксусным ангидридом при pH 6 позволяет селективно 

модифицировать терминальные аминогруппы пептидов в присутствии боковых 

аминогрупп остатков лизина [149, 152]. Разумеется, при работе с производными 

галогенуксусных кислот цистеиновые остатки в пептиде должны быть защищены, чтобы 

избежать их алкилирования. Этот метод введения положительного заряда применим и для 

синтетических пептидов: ацилирование и кватернизацию проводят прямо на 

твердофазной подложке [155, 156]. В работе [157] авторы сообщают о тысячекратном 

увеличении предела детекции пептида при использовании в качестве дериватизирующих 

агентов четвертичных солей триэтиламина и 1,4-диазабицикло[2.2.2]октана (DABCO). 

Благодаря использованию nano-LC-ESI-MRM технологий удалось детектировать вещества 

в субфемтомольных количествах. Кроме триэтиламина, для кватернизации на твёрдой 

фазе использовали трипропиламин, трибутиламин [155] и DABCO. Пик продукта 

дериватизации виден даже при исследовании нескольких фмоль вещества [155, 156]. 

Кроме того, в статье [158] утверждается, что помимо улучшения предела детекции, 

использование бициклических четвертичных аммониевых меток на основе DABCO и 
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ABCO позволяет работать с модифицированными пептидами прямо в физиологическом 

буфере без предварительного обессоливания. 

Четвертичный аммониевый катион можно сразу вводить в пептиды ацилированием 

аминогруппы активированным эфиром соответствующего реагента [159–163]. Массу 

метки можно регулировать как длиной алкильных заместителей при азоте (например, 

октильное производное 1.14 [162]), так и с помощью стабильных изотопов: 

активированный эфир 1.11 был также получен в виде дейтерий-модифицированных 

соединений 1.13 [161], 1.15 и 1.16 [163]. 
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Следует отметить также несущие постоянный заряд ароматические производные 

1.17 и 1.18, использовавшиеся для улучшения детекции N-концевых c-фрагментов в МС-

секвенировании пептидов [164]. 

остаток лизина
в пептиде/белке

HN

O

HN

NH
O

pH 8.2

1.1

NH2

1.19

1.20

N

S

S

NBr

Br

Br

 
2,5-Дибром-3-этилтиазолий 1.19 алкилирует (гетероарилирует) преимущественно ε-

аминогруппы остатка лизина, хотя в незначительной степени наблюдалась реакция по 

терминальным аминогруппам пептидов и фенольному кислороду остатка тирозина [165]. 

В образующемся производном 1.20 наряду с постоянным положительным зарядом 

присутствует атом брома. Это облегчает интерпретацию масс-спектрометрических 
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данных в МС/МС из-за характерного изотопного распределения, обусловленного 

соотношением изотопов 79Br и 81Br. 

1.1.1.1.3 Четвертичные фоcфониевые катионы 

Триарилалкильные четвертичные фоcфониевые соли представляют собой 

стабильные вещества, поэтому идея применить их производные в качестве ионогенных 

меток для пептидов выглядит логичной. В первых публикациях описано N-алкилирование 

пептидов трифенил-2-бромэтилфосфонием 1.21 или трифенил-винил-фосфонием 1.22 с 

образованием фоcфониевых производных 1.23 [132, 166–168]. Они усиливают 

специфичную фрагментацию в МС-секвенировании пептидов. 

H2N Peptide CO2H N
H

Peptide CO2H

1.8

1.21

P

Ph3P
Br

Ph3P

1.22

1.23

or

 
В 1997 г. были введены в обиход и затем активно использовались реагенты на 

основе алкил-трис(2,4,6-триметоксифенил)фоcфония (TMPP) [169–196]. Первым 

описанным реагентом был активированный эфир 1.24, полученный взаимодействием 

трис(2,4,6-триметоксифенил)фоcфина с S-пентафторфениловым эфиром бромтиоуксусной 

кислоты [169, 170]. Реагент 1.24 стабилен в ацетонитрильном растворе и в течение 15 мин 

реагирует с пептидами в присутствии 4-диметиламинопиридина с образованием 

производных 1.25. 
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Меченые пептиды легко детектируются в пикомольных количествах в методе 

MALDI. Затем был получен оксисукцинимидный эфир 1.26. Поскольку он менее активен, 

чем реагент 1.24/DMAP, то при pH 8 оказалось возможно провести дериватизвцию 

триптических пептидов по терминальной аминогруппе, не затрагивая боковую 

аминогруппу остатка лизина [171]. В дальнейшем были разработаны приёмы, 

позволяющие осуществлять масс-спектрометрическое секвенирование N- [179] или C-

коцевых [180] пептидов в продуктах гидролиза белков энтеропептидазой. При N-

терминальной модификации активированным эфиром TMPP присутствие в пептиде 

аргинина затрудняет фрагментацию, поэтому после дериватизации предложено проводить 

ферментативный гидролиз (с помощью пептидил-аргинин-дезаминазы) аргинина в 

цитруллин [185]. Для улучшения фрагментации TMPP-меченых аргининсодержащих 

пептидов предложено также использовать фотодиссоциацию при облучении на длине 

волны 157 нм [188]. Реагент 1.26 также получен в изотопно-меченом варианте; при этом 

девять атомов углерода метоксильных групп заменены на изотоп 13C. N-Терминальное 

мечение белков проводят как реагентом 1.26, так и его «тяжёлым» вариантом 13C9-TMPP, 

что позволяет после трипсинолиза автоматизировать идентификацию N-концевых 

пептидов [190]. 

Метку ТМРР использовали для N-концевого мечения и выделения пептидов при 

поиске и идентификации белков в клетках морской бактерии Roseobacter denitrificans. 

[191, 192]. Этот модельный объект используется для демонстрации подхода к 

аннотированию последовательностей, находящихся в базах данных (удалось 

идентифицировать N-концы 269 белков). Для выделения ТМРР-модифицированных 

пептидов использовали иммобилизованные на магнитные частицы антитела к ТМРР [191]. 

Кроме того, с помощью TMPP [193] можно метить остатки N-концевых аминокислот 

для масс-спектрометрического определения последовательностей рекомбинантных 

моноклональных антител, что помогает упростить процедуру их идентификации. 

1.1.1.1.4 Триарилметильные катионы 

Катион трис(2,4,6-триметоксифенил)метилия 1.27 способен реагировать с аминами с 

последовательным замещением метоксигрупп в пара-положениях фенильных колец [198–

200]. Тетрафторборат катиона 1.27 использовали как реагент 1.26 для ионогенной 

дериватизации аминокислот [201]. Реакцию проводили при комнатной температуре в 

ацетонитриле в присутствии TMEDA. Наряду с основными продуктами модификации 1.28 

в MALDI масс-спектрах детектировались продукты элиминирования CO2 и H2. 
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Триарилметанолы с лёгкостью отщепляют гидроксил в условиях MALDI и 

детектируются в виде соответствующих катионов. Для проверки влияния модификации 

различными тритильными катионами на интенсивность пиков в MALDI МС 

твердофазным методом были синтезированы пептиды 1.30a и 1.31a, а также их 

тритильные производные 1.30б-д и 1.31б-д [202]. Пептиды 1.30a и 1.31a различаются C-

концевой аминокислотой (аргинин или лизин), и, таким образом, могут служить моделями 

триптических пептидов. 
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Оказалось, что модификация аргининсодержащего пептида 1.30а каждым из тритилов (б-

д) усиливает интенсивность его пика в MALDI, причём эффект сильнее выражен для 

производных 1.30б и 1.30г. Для лизинсодержащего пептида картина иная: лишь пики 

веществ 1.31в и 1.31г оказались большей интенсивности, чем у исходного 1.31a. Природа 

такого различия не ясна. Интересно, что после изотопной деконволюции пик пептида 

1.30б представлял собой двойной сигнал с разницей масс 1 Да – [M–OH]+ и [M–OH+H]+ 

(пики всех остальных пептидов соответствовали [M–OH]+). Авторы предполагают, что 

одновременно детектируются две формы положительно заряженного пептида 1.30б: 

форма с положительным зарядом на тритильном катионе с нейтральным аргинином и 

форма с протонированным аргинином и электронейтральным тритильным радикалом. В 

результате, модификация производным тританола (б) может служить удобным методом 

детекции присутствия в пептиде аргинина [202]. 
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1.1.1.1.5 Модификация анионами 

Для введения в пептиды постоянного отрицательного заряда предложено 

ацилирование по терминальной аминогруппе реагентами 1.32 или 1.33 [203]. Продуктами 

реакции оказываются содержащие сульфогруппу пептиды 1.35 и 1.36 (схема 1.1). Такая 

модификация улучшает фрагментацию триптических пептидов и облегчает их МС-

секвенирование. Недостаток этого метода – чрезвычайно высокая реакционная 

способность модифицирующих реагентов, особенно соединения 1.32. Поэтому 

впоследствии для этих целей был разработан мягкий реагент 1.34, активированный эфир 

3-сульфопропионовой кислоты, гораздо более устойчивый в водных растворах [204–206]. 

Продукты модификации 1.37 (Схема 1) легко секвенируются методом MALDI. 

H2N Peptide CO2H

HN Peptide CO2HO3S
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1.8
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HN Peptide CO2H

O
SO3

HN Peptide CO2H

O

O3S

Cl
S

Cl

O O O
1.32

1.34

O
S

OO

O1.33

O

O

O3S N

O

O

1.36

1.37  
Схема 1.1 Различные реагенты для введения в молекулу пептида отрицательного заряда. 

Недавно разработан ещё один метод введения в пептиды отрицательного заряда в 

результате модификации аминогруппы [207]. Альдегид 1.38, несущий две сульфогруппы, 

образует с пептидами достаточно устойчивый в условиях MALDI-МС аддукт – основание 

Шиффа 1.39. 

H2N Peptide CO2H

1.8
N Peptide CO2H

SO3

1.38

1.39

O3S

CHO

SO3O3S

 

1.1.1.2 Модификация по карбоксильной группе 

Модификация пептидов ионогенными группами по карбоксилу встречается гораздо 

реже. В одном из старых методов пептид N-ацилировали-O-активировали обработкой 
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уксусным ангидридом, модифицировали (этерифицировали) диметиламиноэтанолом, а 

затем кватернизовали третичный амин метилиодидом, получая сложноэфирное 

производное 1.40 [208]. 

H2N Peptide CO2H

1.8

AcHN Peptide

1.40

1. Ac2O
2. HOCH2CH2NMe2

O

O

N3. MeI

 
В другой работе аминогруппы пептидов защищали восстановительным 

аминированием, затем, активируя карбоксильные группы, вводили аминопроизводные 

третичных или четвертичных аминов [209]. Картину осложняет то обстоятельство, что в 

пептидах 1.41а-з оказываются модифицированными не только C-терминальные 

карбоксильные группы, но и все боковые карбоксильные группы аспарагиновой и 

глутаминовой кислот. 
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Для модификации синтетического гептапептида RVYVHPI (RI-7) использовали 

аминоалкильное производное имидазолия 1.42 в присутствии конденсирующего реагента 

[210]. Интенсивность сигнала дериватизированного производного 1.43 на порядок выше 

интенсивности немеченого пептида (рис. 1.5), однако, следует отметить, что для 

модификации выбран пептид, содержащий лишь терминальную карбоксильную группу 

(без аспарагиновой и глутаминовой кислоты). 

N
N
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COOH
1.42

N
H

O

N

N
n-Bu

, EDC

RI-7 1.43
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Рис. 1.5. (А) спектр MALDI-МС пептида RI-7, (B) спектр MALDI-МС эквимолярной смеси 
пептида RI-7 и его производного 1.43. 

Аминопропильное производное TMPP 1.44 применяли для C-терминального 

мечения пептидов [211–213]. Активация уксусным ангидридом в муравьиной кислоте 

приводит к C-концевому оксазолону, который далее реагирует с пентафторфенолом, 

образуя активированный эфир. Последний взаимодействует с амином 1.44 с образованием 

производных 1.45, которые использовали для МС-секвенирования пептидов. 
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Для введения по карбоксильной группе отрицательного заряда активированное 

производное пептида обрабатывали 4-аминонафталинсульфокислотой и получали 

модифицированный пептид 1.46 [214, 215]. 
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1.1.1.3 Модификация по тиольной группе 

Большинство известных белков и пептидов содержат остатки цистеина. Цистеин 

легко алкилируется различными ионогенными реагентами. Например, при 

взаимодействии меркапто-группы цистеинового остатка пептида 1.47 с бромалкильным 

производным четвертичного аммониевого катиона 1.48 образуется структурный аналог 

кватернизованного остатка лизина 1.49 [133]. Такую модификацию в комбинации с 

гуанидилированием боковой аминогруппы остатка лизина применяли для секвенирования 

пептидов. 
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Также предложен метод, заключающийся в алкилировании по тиольной группе 

остатка цистеина галогенпроизводными флуоресцентного гетероцикла 2,1,3-

бензоксадиазола, несущими третичную аминогруппу (1.50) или четвертичную 

аммониевую группу (1.51) в боковой цепи. В результате образуются флуоресцентные 

пептидные производные 1.52 и 1.53 [216].  
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Алкилирование остатка цистеина по меркаптогруппе производными иодуксусной 

кислоты (например, иодацетамидом 1.54) в слабощелочной среде хорошо изучено. 

Недавно появилось короткое сообщение [217], в котором производные иодуксусной 

кислоты масс-тагов, содержащих концевые третичные аминогруппы (1.55, 1.56), 

четвертичные аммониевые группы (1.57–1.59) и остаток гуанидина (1.60), использовали 

для модификации цистеинсодержащих пептидов. Тиолсодержащие пептиды в среде 

вода/ацетонитрил за 45 мин полностью реагируют с избытком иодацетильного реагента; в 

MALDI масс-спектрах наблюдается увеличение интенсивности сигналов 

модифицированных таким образом пептидов (Таблица 1.1). Этот эффект, по-видимому, 

зависит как от катионогенных свойств тага (четвертичный аммоний > гуанидин >> 

третичный амин), так и от стабильности линкера в условиях MALDI (сложноэфирный >> 

амидный), хотя имеются и исключения. 
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Таблица 1.1 Усиление сигналов в MALDI-MC пептидов, модифицированных с помощью 
катионных масс-тагов 1.55–1.60 (из данных работы [217]). 

Цистеинсодержащий пептид 
Относительная интенсивность сигнала в MALDI-МС при 

модификации реагентом 

1.54 1.55 1.56 1.57 1.58 1.59 1.60 
Insulin alpha1 1.0 44.2 58.0 18.5 121.1 222.5 167.7 

Insulin beta1 1.0 6.4 28.2 4.4 58.1 58.3 30.8 

NC42 1.0 1.2 3.0 1.3 25.8 33.5 12.4 

S26C3 1.0 1.4 24.2 1.4 16.6 16.5 11.1 
1 Получены восстановлением дисульфидных связей в инсулине с помощью DTT. 
2 NC4 CLAC-P 641–654 collagen-like Alzheimer amyloid plaque component precursor. 
3 S26C beta-amyloid 17–40. 
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Следует отметить гидрофильный характер используемых катионогенных групп, что, 

по мнению авторов, уменьшит потери за счет возможной сорбции гидрофобных пептидов, 

например, ассоциированных с болезнью Альцгеймера пептидов NC4 и S26C. 

Наконец, сообщается об использовании акриламидного реагента 1.61 для 

алкилирования тиольных групп цистеиновых остатков, при этом образуется положительно 

заряженный фрагмент 1.62 [218]. Этот метод, по мнению авторов, позволяет распознать и 

охарактеризовать цистеинсодержащие пептиды с помощью МС. 

Цистеин-содержащий 
пептид

S-алкилированный
цистеиновый пептид
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Ещё один подход к модификации по тиольной группе предложен авторами работы 

[219]. В качестве дериватизирующего агента применяли производное катиона имидазолия 

1.63. Отмечается, что такая метка довольно стабильна, и модифицированные пептиды 1.64 

могут храниться более недели при комнатной температуре, не претерпевая существенных 

изменений (судя по спектру MALDI-МС), а эффективность ионизации возрастает от 

нескольких десятков до нескольких сотен раз в зависимости от структуры исследуемого 

пептида. Причем подобный результат авторы наблюдали как в случае ионизации MALDI, 

так и в случае ионизации элекрораспылением. 
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Цистеин-содержащий 
пептид
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HN

SHO 1.65

NN N
H

I
OBr

HN

O

N NN
H

O
S

NHN

Br

NHN

Cl
HN

O N NH

HN

O

N NH
S

S

HN

O

N NH
S

OH

1.47

1.63
1.64

1.66
1.67

1.68 1.69

MC

 
Имидазолиевые ионные жидкости 1.65 и 1.66 с пептидами образуют продукты 

алкилирования 1.67 и 1.68, причём в фотоиндуцируемом процессе (λ 320–360 nm) 

субстратами служат пептиды с дисульфидными группами (сдвоенными остатками 

цистеина) [220]. Такая дериватизация облегчает анализ спектров фрагментации в MALDI-

МС. В спектрах дополнительно обнаруживается сигнал продукта гидратации 1.69. 

Пиридиниевые производные 1.70 и 1.71 использовались для дериватизации тиол-

содержащих пептидов с последующей ESI-МС. Увеличение интенсивности сигналов 

продуктов 1.72 и 1.73 позволяет повысить эффективность идентификации тиол-

содержащих пептидов из α-трансферина. Сначала проводят восстановление 

дисульфидных связей с помощью TCEP, затем дериватизацию и далее – трипсинолиз 

[221]. 
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Цистеин-содержащий 
пептид S-алкилированные
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Введение в пептиды положительного заряда с помощью алкилирования тиольной 

группы производным четвертичного фосфониевого катиона было описано лишь однажды: 

иодалкильный реагент 1.74 использовался для гладкого алкилирования цистеиновых 

остатков при pH 8.4 с образованием положительно заряженного фрагмента 1.75 [222]. 

Этот подход может служить ценным дополнением в ряду методов масс-

спектрометрической характеризации цистеинсодержащих пептидов. 

Цистеин-содержащий 
пептид

S-алкилированный
цистеиновый пептид

HN

SHO

HN

SO

I

1.74

1.75

P
Ph

Ph

Ph

P

1.47

 
Авторы подчеркивают «высокую степень мечения» и стабильность 

модифицированных пептидов. Как в случае исследований методом MALDI-МС, так и в 

случае ионизации электрораспылением наблюдалось увеличение эффективности 

ионизации в десятки раз по сравнению с ранее использовавшимся для этих целей 

иодацетамидом. 

Для анионной модификации по тиольной группе остатка цистеина применяли её 

окисление надмуравьиной кислотой в соответствующий сульфонат 1.76 [223–225]. 
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Цистеин-содержащий 
пептид

HN

SHO

HN

SO3O

HCO3H

Окисленный цистеин-
содержащий пептид

1.761.47

 

1.1.1.4. Другие подходы (модификация ПАУ) 

Следует упомянуть ещё один интересный подход. Полициклические ароматические 

углеводороды (ПАУ) а) достаточно инертны в условиях различных реакций, б) хорошо 

поглощают электромагнитное излучение в УФ-области (куда попадает излучение лазеров 

в MALDI) и легко детектируются в масс-спектрах из-за своей липофильности и 

способности терять электрон с образованием катион-радикала. Поэтому было предложено 

использовать производные пирена как масс-метки для детекции протекания реакций и для 

поиска новых реакций [226]. Одной из модельных реакций было получение пиренового 

производного трипептида 1.77. Отсюда возникла идея использовать 1-формилпирен 1.78 

для дериватизации аминов и, в частности, пептидов. Однако пептидные производные 1.79 

неожиданно показали в масс-спектре сигнал [M+44]+, что, по мнению исследователей, 

может означать присоединение к аддукту 1.79 молекулы CO2 [227]. 

O
H
N

N
H

H
N CH3

O

O

O

O
1.77

O N
R

R-NH2

1.78 1.79  
Таким образом, масс-спектрометрические метки широко используются для анализа 

белков и пептидов, и всё чаще становятся важным инструментом в протеомике. Они 

существенно повышают чувствительность детекции, облегчают работу по анализу и 

интерпретации масс-спектров, а также способствуют получению дополнительной 

информации о структуре аналита. Несмотря на большое количество предложенных 

структур, можно выявить общую закономерность в дизайне ионогенных масс-

спектрометрических меток: ядро метки составляет стабильный карбокатион, либо 
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легкоионизируемая молекула, как правило, вторичные, третичные амины, 

кватернизованные аммониевые и фосфониевые производные и различные 

азотсодержащие гетероциклические соединения, которые алкильным линкером соединены 

с реакционноспособными функциональными группами (N-оксисукцинимидный или 

пентафторфениловый активированные эфиры, иодацетамид и т.п.). С помощью такого 

линкера происходит дериватизация исследуемых пептидов и белков, а непосредственно 

ядро масс-спектрометрической метки, содержащее перманентный (или легко 

приобретаемый) заряд, улучшает физико-химические характеристики молекулы в 

процессах ионизации и детекции в МС. 

1.1.2 Детекция углеводов 

В последние годы сильно возросло число исследований в области структуры и 

функции углеводов, поскольку гликозилирование оказывается важнейшим процессом в 

живых клетках - пост-трансляционной модификацией белков. Структурные изменения 

гликопротеинов связаны с такими серьезными патологическими процессами, как развитие 

опухолей и метастазы. Несмотря на то, что существует много методов анализа 

полисахаридов, актуальной является задача разработки новых подходов для решения 

проблем гликобиологии. Именно развитие инновационных, высокочувствительных масс-

спектрометрических методов позволило достичь успехов в этой области. Так, число 

публикаций по использованию MALDI-МС для анализа углеводов с 1995 года растет 

экспоненциально [228]. Дериватизация служит полезным инструментом, позволяющим 

повысить чувствительность анализа, и сделать менее сложной «картину фрагментации», 

упрощая тем самым структурный анализ исследуемых соединений. Поскольку масс-

спектрометрическому исследованию углеводов посвящен ряд обзоров [113, 228–234], мы 

ограничимся несколькими примерами использования ионогенных масс-меток. 

1.1.2.1. Модификация по аминогруппе 

Свободная аминогруппа достаточно редко встречается в молекулах углеводов (за 

исключением аминогликозидных антибиотиков). Но иногда удаётся получить 

аминосодержащее углеводное производное и провести его дериватизацию. Например, 

ферментативный гидролиз N-связанных с пептидами гликанов 1.80 (с помощью ПНГазы 

F) приводит к аминопроизводным 1.81, которые in situ модифицируют активированным 

эфиром 1.26 и детектируют в MALDI-МС в виде производных 1.82 [235]. 



29 

1.26
P OMe

MeO

MeO

3

O
O

O

HO NHAc
NH

OHRO
O

O

HO NHAc
NH

OHR

NH

O

O
O

HO NHAc
NH2

OHR

1.80 1.81 1.82

PNGase F

 

Аналогичный подход применялся в работе [236]. Были получены кислоты 1.83 и 

1.84, а также хлорангидрид 1.85, которые использовались для дериватизации амино-

сиалогликанов (рис. 1.6), также полученных ферментативным гидролизом 

пептидогликанов. 

1.83
Ph3P

CO2H

Ph3P

CO2H

Ph3P
COCl

1.84 1.85

Br Br Cl

 

 
Рис. 1.6 Дериватизация гликана фосфониевым реагентом 1.83 [236]. 
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Использование таких реагентов позволяло не только с высокой чувствительностью 

(LOD 30 фмоль) детектировать различные олигосахариды, но и осуществлять их 

одновременный структурный анализ с помощью LC/MS-MS (рис. 1.7). Дериватизация 

позволяет получать молекулярные ионы разделяемых ВЭЖХ компонентов, а затем 

анализировать их по отдельности, варьируя энергию вторичной фрагментации/ионизации 

для получения характеристичного набора фрагментов. Таким образом была определена 

структура разветвлённых гликанов, содержащих до 14 углеводных остатков. В целом 

метод весьма перспективен, так как для анализа требуется малое количество вещества 

[236]. 

 

 
Рис. 1.7 LC/MS анализ олигосахаридов, модифицированных фосфониевым реагентом 1.83 [236]. 

Пригодную для дериватизации аминогруппу можно вводить в молекулы углеводов 

различными способами. Один из них заключается в превращении гликозидного 

гидроксила в аминогруппу (реакция Кочеткова [237]). К сожалению, реакция Кочеткова 

требует выдерживания углевода в насыщенном растворе гидрокарбоната аммония в 
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течение 5 дней. Для решения этой проблемы было предложено проводить её под 

действием микроволнового излучения при перемешивании, что позволило сократить 

время реакции до 90 мин [238]. Для дериватизации полученных аминосахаров 

использовали (уже знакомый нам) модифицирующий агент 1.26. Как видно на рис. 1.8, 

дериватизация заметно улучшала соотношение сигнал/шум в масс-спектре, а также 

существенно увеличивала предел обнаружения аналита – до 2 фмоль/мкл. 

 
Рис. 1.8 Спектр MALDI-МС а) мальтогептозы (500 фмоль) б) дериватизированной мальтогептозы 
(50 фмоль) [236]. 

На практике для введения аминогруппы проще применять реакцию 

восстановительного аминирования карбонильной группы. Например, олигосахарид 1.86 

обрабатывали этилендиамином в уксусной кислоте в присутствии цианоборгидрида [239]. 

Полученное аминопроизводное 1.87 функционализировали пирилиевой солью 1.88. В 

результате получено N-алкилпиридиниевое производное 1.89, несущее перманентный 

положительный заряд; кроме того, модификация является флуоресцентным красителем. 

Наличие заряда даёт возможность анализировать подобные производные олигосахаридов 

также с помощью капиллярного электрофореза [239]. 
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1.1.2.2. Модификация по карбонильной группе 

Для одностадийной модификации карбонильной группы в углеводах ионогенными 

группами использовались различные методы. Аминопиразин 1.90 [240] и этидийбромид 

1.91 [241] способны реагировать с карбонильной группой углеводов с образованием 

оснований Шиффа, которые и детектируются с помощью МС. Продукты дериватизации 
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детектируются с большей чувствительностью и пригодны для дальнейшего структурного 

анализа с помощью MS-MS из-за их более чёткой фрагментации. 

N

N NH2

1.90

N

H2N NH2

Br

1.91  
Поскольку карбонильные соединения способны легко реагировать с гидразидами 

кислот, подобные реагенты также используются для дериватизации углеводов. Среди 

таких реагентов следует упомянуть изониазид 1.92 [242], реагенты Гирарда P 1.93 [243] и 

T 1.94 [244–247], в том числе их производные 1.95 и 1.96 [247], а также дейтерированный 

аналог 1.97 [248]. Такие модификации в несколько раз увеличивают чувствительность 

детекции восстанавливающих моно- и олигосахаридов, особенно в сложных смесях. 
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Определение гликанов с помощью реагента 1.93 проводили на хорошо изученных 

гликопротеинах – бычьем фетуине, иммуноглобулине и сыворотке крови человека [243]. 

На первой стадии свободные карбоксильные группы гликопептида нейтрализовали 

ацетогидразидом в присутствии конденсирующего реагента. Амидирование 

карбоксильной группы в сочетании с введением постоянного положительного заряда 

позволило значительно повысить чувствительность метода (LOD 0.5 пмоль/на ячейку 

мишени), а также его линейный коэффициент корреляции, что делает метод пригодным 

для количественного определения аналитов. Для контроля содержание этих же 

соединений было определено методом УЭЖХ. Результаты обоих анализов совпали. Из 

основных преимуществ метода стоить выделить: 1) отсутствие необходимости в 

хроматографической очистке аналитов, 2) возможность анализировать in situ как 

нейтральные, так и сиаловые (сиалированные) гликаны, 3) экспрессность анализа, 

нетрудоемкий процесс пробоподготовки, что открывает возможности его автоматизации 

[243]. 
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Гидразиды цианиновых красителей Cy3 1.98 и Cy5 1.99 легко реагируют с 

олигосахаридами и усиливают сигналы молекулярных ионов в MALDI-МS в 500 раз, 

значительно превосходя в этом компоненте дериватизацию реагентом Гирарда 1.94. 

Цианиновые красители гидрофобны, обладают интенсивным поглощением в видимой 

области и яркой флуоресценцией, что может быть использовано для выделения продуктов 

дериватизации [249]. Модификация сульфатированных олигосахаридов гидразидом 

пиренилбутановой кислоты 1.100 приводит к лучшему разрешению спектра в режиме 

отрицательных ионов [250]. Наконец, гидроксиламиновые производные 1.101 и 1.102 

разработаны для масс-спектрометрического определения структуры гликанов [251]. 

Дериватизация реагентом 1.101 эффективна для кислотного пути деградации 

олигосахаридной цепи, а модификация реагентом 1.102 приводит к радикальному пути 

фрагментации. 
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Для модификации карбонильных групп гликанов был разработан набор изотопно-

меченых реагентов 1.103–1.110 [252]. Аминоокси-производные показали лучшие 

результаты – как с точки зрения эффективности мечения, так и по стабильности 

производных в условиях МС. В настоящее время эти реагенты коммерчески доступны. 

1.1.2.3. Модификация по гидроксильным группам 

Известна способность арилборных кислот связываться с вицинальными диолами. 

Были получены реагент 1.111 и 1.112 и изучены возможности его применения для 

дериватизации углеводов и гликопептидных фрагментов [253]. 
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Образование конъюгатов углеводов и гликопептидов с реагентами было 

подтверждено на основе уникального изотопного распределения в масс-спектрах 

продуктов дериватизации, обусловленого присутствием атома бора. Образование борных 

эфиров приводило к стабилизации гексозных остатков в условиях MS-MS [253]. 

1.1.2.4. Модификация по карбоксильной группе 

Карбоксильная группа довольно часто встречается в природных углеводах, таких как 

сиаловые кислоты, являющихся N- и O-замещенными производными нейраминовой 

кислоты. Обычно при МС-анализе карбоксильные группы превращают в сложные эфиры 

или амиды. В качестве примера зарядовой дериватизации приведем работу японских 

ученых [254], где в роли дериватизирующего агента использовался 2-(2-

пиридиламино)этиламин 1.113, который одновременно служил и флуоресцентной меткой. 

N N
H

NH2

1.113

CHN2

1.114  
Реакцию с карбоксильной группой проводили в присутствии конденсирующего 

реагента DMT-MM. Помимо ожидаемых преимуществ, таких как увеличение 

ионизационной способности молекулы и упрощение вида масс-спектра, важным 

достоинством предложенного подхода оказалась стабильность конъюгата, что позволило 

определять структуру ганглиозидов масс-спектрометрическими методами [254]. 

В углеводном разделе следует также упомянуть пиренилдиазометан 1.114. Этот 
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реагент служит для дериватизации гликопептидов, по-видимому, по карбоксильной 

группе пептида (с образованием пиренилметилового эфира). При обычном МС-анализе 

смеси пептидов и гликопептидов пики последних практически не наблюдаются. 

Дериватизация пиреном повышает способность к ионизации гликопептидов и, наоборот, 

снижает интенсивность пиков модифицированных пептидов, оказываясь ценным 

инструментом в МС-анализе подобных смесей [255]. 

1.1.3 Детекция жирных кислот и липидов 

Липиды можно отнести к низкомолекулярным соединениям, но из-за их роли для 

живых организмов (энергетической, защитной, сигнальной) и важности их детекции в 

клетках и тканях, их следует рассмотреть отдельно. Из липидов путем биохимических 

реакций получаются простагландины, желчные кислоты, стероидные гормоны. Изменения 

в липидном профиле могут быть индикаторами различных болезней и патологий [256]. 

Однако химия липидов зачастую стоит особняком от химии других биомолекул из-за 

плохой растворимости липидов в воде. Стоит отметить, что дериватизационные подходы 

в химии липидов пока не столь распространены, однако в литературе есть такие примеры. 

Некоторые из них приведем ниже. 

Для дериватизации жирных кислот в 2010 г. был предложен [257] и затем успешно 

применялся [258–263] реагент 1.115. Реакцию проводят в присутствии конденсирующих 

агентов (например, EDC/HOBt) и затем детектируют кислоты в виде соответствующих 

амидов. Если сами кислоты детектируются в МС в виде отрицательных ионов, то 

продукты дериватизации – в виде положительных, со значительным возрастанием 

чувствительности [257]. 
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Полиненасыщенные жирные кислоты (такие как линолевая, арахидоновая, 

докозагексаеновая) в обычном состоянии в организмах находятся в этерифицированных 

формах и в свободном виде образуются под действием фосфолипаз, выполняя далее свои 

функции при внешних возмущениях (воздействиях). Окисление двойных связей 

оказывается довольно распространенным направлением метаболизма этих соединений. 

Реагент 1.115 применяли для обнаружения подобных соединений; авторы также 

отмечают, что при смене полярности ионов чувствительность определения увеличивается 

в десятки раз [258]. Ещё одно применение дериватизирующего агента 1.115 для 
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модификации карбоксильной группы продемонстрировано при исследовании липидов, 

влияющих на жизнеобеспечение бактерий листерий [259]. В работе [260] авторам удалось 

увелить чувствительность анализа в 60 000 раз по сравнению с недериватизированным 

образцом при использовании в качестве «масс-метки» реагента 1.115. Для целей 

дериватизации жирных кислот были описаны похожие реагенты 1.116, 1.117 и 1.118 [263], 

а также бромхинолиниевое производное 1.119 [264]. Последний реагент использовался 

для определения как линейных жирных кислот, так и желчных кислот со стероидным 

скелетом. Атом брома в молекуле реагента позволяет легко идентифицировать продукты 

дериватизации по характерному изотопному распределению. 

Амин 1.120, первоначально разработанный для дериватизации фосфопептидов [265], 

послужил основой реагентов для дериватизации жирных кислот: теоретические расчёты 

показали, что среди соединений 1.120–1.122 наилучшими характеристиками с точки 

зрения детекции в МС должно обладать последнее соединение [266]. Была получена пара 

соединений 1.123 и 1.124 с разницей масс 6 Да и успешно использована для детекции 

карбоксил-содержащих соединений, в частности, свободных жирных кислот в моче [266], 

тиреоидных тканях [267] и порошковом молоке [268]. Гидразин 1.125 с успехом 

использовали для профилирования эйкозаноидов в плазме крови и сердечной ткани крыс 

(чувствительность обнаружения 0.5 пг). Конденсацию с реагентом проводили в 

стандартных условиях (EDC/HOBt); детектируемым продуктом являются гидразиды 

соответствующих кислот [269]. 
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Дериватизация жирных кислот для МС может осуществляться не только с 

образованием амидов и гидразидов, но и сложных эфиров. Пара реагентов 1.126 и 1.127 

была применена для изучения путей биосинтеза жасмоновой кислоты из α-линоленовой 

кислоты; дериватизацию проводили в ацетонитриле в присутствии триэтиламина [270]. 

Спирты, содержащие 12–24 атомов углерода, образуются в живых организмах в 

результате восстановления соответствующих карбоновых кислот ферментом алкоголь-

НАД+-оксидоредуктазой; на метаболизм этого процесса влияют такие факторы, как 
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алкоголь, наркотики, окружающая среда. Авторы исследования показывают, что уровень 

«жирных» спиртов в волосах людей, употребляющих героин, заметно снижается по 

сравнению с неупотребляющими. Этот подход может быть использован как при 

мониторинге злоупотребления наркотиками, так и для исследования различных 

физиологических процессов. Разработан метод превращения спиртов в алкилированный 

кватернизованный пиридин (дейтеропиридин). Спирты обработкой ангидридом 

трифторметансульфокислоты превращают в трифлаты, которые далее реагируют с 

пиридинами. Полученные заряженные производные 1.128 и 1.129 детектируются с 

высокой чувствительностью (LOD 0.25 пг/мл) [271–273]. Далее авторы развили и 

применили свою методику для детекции стеринов в подсолнечном масле [272] и жирных 

спиртов в липидах тиреоидных тканей [273]. 

1.128

OH

n

1. Tf2O
2. C5H5N (C5D5N) N

n

N

n

D
D

D

D
D

1.129  
Для дериватизации и инверсии заряда у фосфолипидов с успехом использовали 

биметаллические комплексы галлия [274]; интенсивность масс-спектрометрических 

сигналов полученных производных возрастала в десятки раз по сравнению с 

немодифицированными образцами. При использовании в анализе метода активируемого 

соударения для биметаллического конъюгата можно получить больше структурной 

информации, нежели для нативного липида [274]. 

 

1.1.4 Детекция низкомолекулярных органических соединений 

Возможно, настоящий обзор можно было начать именно с этой главы, поскольку 

низкомолекулярные соединения являются моделями при изучении более сложных 

биополимеров. Кроме того, низкомолекулярные вещества в живых организмах являются 

объектом изучения метаболомики: по профилю метаболитов можно диагностировать 

патологические процессы. Низкомолекулярными веществами условно считают молекулы 

массой менее 1000 Да. Несмотря на относительную простоту их строения, сложность 

определения низкомолекулярных веществ методом MALDI-МS связана с попаданием 
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диапазона их масс в области «шумов» матрицы. Поэтому в случае прямого МС-анализа 

для улучшения детекции сигналов целевых соединений используют специальные 

матрицы, комбинации матриц и различные неорганические добавки к матрицам. Однако 

наиболее эффективным подходом оказывается химическая модификация. Дериватизация 

позволяет не только сместить сигнал аналита в диапазон более высоких масс, но и ввести 

перманентный (постоянный) заряд в молекулу, улучшая её ионизационные свойства. 

Кроме того, в результате дериватизации изменяются физические и химические свойства 

молекулы, что тоже может улучшить масс-спектрометрические характеристики вещества. 

Дериватизация малых органических молекул упомянута в обзорах [104, 116, 275]. 

Поскольку низкомолекулярные соединения и метаболиты могут содержать такие же 

функциональные группы, дериватизация по которым рассмотрена в разделах 1.1–1.3 

(аминогруппа, карбоксильная группа, карбонильная группа, гидроксильная группа, 

фосфат), то приведенные в этих разделах реагенты и методы могут быть использованы 

для дериватизации соответствующих соединений. Приведём лишь ряд реагентов, не 

упомянутых в предыдущих разделах. 

Для дериватизации гидроксильной группы было предложено использовать ангидрид 

2-сульфобензойной кислоты 1.130 [276, 277]. Смешанный ангидрид ацилирует ОН-группу 

в мягких условиях, в результате образуется свободная сульфо-группа, способная легко 

давать анион [M–H]–, детектируемый в режиме отрицательных ионов. Этот метод был 

использован для дериватизации большого набора алифатических спиртов (первичных и 

вторичных), ароматических спиртов, фенолов, а также гидроксильных групп в 

соединениях, содержащих другие функциональные группы. Предел обнаружения 4-

фенилфенола составил 25 пмоль. 
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Ещё один подход к дериватизации спиртов и фенолов разработан в группе 

профессора Заикина. Исследуемые соединения обрабатывают бромацетилхлоридом в 

присутствии оснований, способных к кватернизации (триэтиламин, пиридин, 

дейтеропиридин, хинолин). В результате двухступенчатого превращения образуются 

катионсодержащие сложные эфиры, которые и детектируются в MALDI-МС [278, 279]. 

Реагент 1.131 даёт с фенолами и нуклеозидами заряженные продукты 

алкилирования; после дериватизации можно детектировать содержание тимидина до 
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160 амоль [280]. Реагент 1.132 служит для детекции кислот-фитогормонов (образует 

сложные эфиры) [281]. 

Для модификации кислот («карбоксилсодержащего метаболома») с образованием 

амидов применяли изотопно-меченый таг 1.133 [282]. Для таких же целей описано 

применение меченных по углероду аминов 1.134 и 1.135 [283]. Их хиральность служит 

дополнителым преимуществом; в результате при дериватизации можно различать 

энантиомеры кислот. 

Описана дериватизация кислот с помощью упоминавшегося аминопропильного 

фосфониевого реагента 1.44 [284], который также получен в виде меченного дейтерием 

аналога 1.136 [285]. Для модификации аминов получена изотопно-меченая кислота 1.137 

[285, 286]. Мечение аминов осуществляли также упоминавшимся ранее активированным 

эфиром 1.26 и его 13C9-аналогом [287]. 
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Наконец, следует упомянуть применение пирилиевых солей 1.138 и 1.139 в качестве 

реакционноспособных матриц для детекции аминов. При смешивании аминов с 

матрицами происходит их дериватизация с образованием производных пиридиния [288]. 

Авторы использовали технологию MALDI-МС-визуализации (о ней будет сказано в 

следующем разделе обзора) и устанавливали локализацию биогенных аминов в срезе 

различных тканей. 

Для дериватизации карбонильных соединений использовали упоминавшиеся 

реагенты Гирарда 1.93 [289], а также TMPP гидразид 1.140 [286, 292] и 

тетраалкиламмониевый гидроксиламин 1.141 [293]. Последний реагент помещали в 

микрокапилляры, что позволяло детектировать следы летучих карбонильных соединений. 
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Наконец, следует упомянуть реагент 1.142, который использовали в дериватизации и 

МС-анализе сложного макролидного антибиотика [294, 295]. Пиреновый фрагмент 

облегчает ионизацию и делает возможным LDI-МС анализ (без матрицы). 
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Резюмируя описанные подходы, можно с уверенностью сказать, что неотщепляемые 

масс-спектрометрические метки – мощный инструмент для анализа широчайшего круга 

биомолекул. Ещё раз обозначим их основные достоинства: увеличение молекулярной 

массы на строго определенную величину массы самой метки, «инкремент массы» 

(особенно важно для низкомолекулярных соединений), увеличение ионизационной 

способности аналита, повышение чувствительности и пределов детекции анализа, 

упрощение «картины» масс-спектра и возможность получения дополнительной 

структурной информации (особенно актуально при масс-спектрометрическом 

секвенировании биомолекул). Можно также отметить, что одни и те же масс-

спектрометрические метки используются для дериватизации функциональных групп 

одного вида различных классов биомолекул; это подтверждает их универсальность и 

возможность использования при анализе сложных реальных смесей. Однако, несмотря на 

кажущееся разнообразие имеющихся структур, актуальным является разработка и 

внедрение новых масс-спектрометрических меток с целью повышения точности, 

экспрессности и чувствительности анализа. 
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1.2. Отщепляемые ионогенные масс-спектрометрические метки 

В отличие от объектов, рассмотренных в предыдущеv разделе, здесь пойдёт речь о 

другом типе масс-спектрометрических меток – отщепляемых (рис. 1.1б). Как правило, для 

таких соединений характерна следующая общая структура (рис. 1.9). 
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Рис. 1.9 Общая структура отщепляемой масс-спектрометрической метки и принцип её 
использования для дериватизации аналита. 

Как видно из рис. 1.9, главным компонентом метки служит ионизированное или 

легкоионизуемое ядро, связанное через линкер с реакционноспособной функциональной 

группой (N-оксисукцинимидной, азидной, малеимидной, гидразидной). Под действием 

лазера происходит отщепление ядра, как правило, в виде стабильной заряженной частицы, 

которая легко детектируется в масс-спектрометре. 

Одной из перспективных областей применения масс-спектрометрических меток 

может быть такой современный метод как MALDI-МС-визуализация (MALDI-MS-

imaging). Несмотря на его стремительное развитие широкое применение в 

биоорганической химии и смежных медицинских направлениях, в отечественной 

литературе нет сколько-нибудь существенных публикаций, посвященных этому 

интересному методу. Поэтому перед тем, как обсуждать использование отщепляемых 

меток, позволим себе дать общее представление об этом методе и его особенностях. 
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1.2.1 Общие представления о технологии MALDI-МС-визуализации 

Среди всех новых методов масс-спектрометрии MALDI-МС-визуализация [296], 

безусловно, один из самых многообещающих в таких областях, как клиническая 

протеомика, доклинические исследования и медицинская диагностика. Этот 

высокочувствительный метод позволяет проводить прямой анализ молекул в 

специфичных для них участках тканей. Методика MALDI-МС-визуализации заключается 

в следующем: тонкий срез ткани (10–20 мкм) покрывается органической матрицей, 

которая кристаллизуется вместе с молекулами, присутствующими в ткани. Далее образец 

точечно подвергают облучению лазером; поглощение кристаллами УФ-излучения 

лазерного импульса приводит к десорбции матрицы и молекулы аналита с поверхности 

образца, и регистрируется масс-спектр, содержащий сигналы десорбированных молекул. 

Из множества таких измерений и зарегистрированных масс-спектров получается набор 

данных, где каждый спектр представляет локальный молекулярный состав в известной 

точке образца. В итоге, для каждого из полученных сигналов может быть сгенерировано 

изображение. В частности, полученные величины интенсивности отдельных значений m/z 

в каждом спектре, соответствующие молекулярным массам определенных соединений, 

используются для визуализации областей внутри ткани, в которой данный тип молекул 

расположен (рис. 1.10). 

 
Рис. 1.10 Схема определения бактерий в грибах методом MALDI-МС-визуализации. Тонкий срез 
образца A. bisporus инфицировали бактерией J. agaricidamnosum. После заражения срез гриба 
анализировали методом MALDI-МС-визуализации. Анализ спектров показал, что молекулярный 
ион [M+H]+, соответствующий липопептиду, образующемуся при инфицировании (выделен 
зеленым цветом, m/z = 1.181), присутствует только в заражённых областях [297]. 
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Так как такие молекулярные карты могут быть получены по одному или нескольким 

аналитам одновременно без применения химических зондов, МС-визуализация является 

подходящим дополнением к существующим и используемым методам анализа тканей, 

таких как иммуногистохимия, магнитно-резонансная томография, позитронно-

эмиссионная томография, флуоресцентная визуализация в ближнем ИК-диапазоне и 

радиоавтография. Иммуногистохимический анализ служит очень мощным методом, но 

для его проведения необходимо предварительное знание молекулы-мишени, а также 

наличие соответствующего антитела. Кроме того, возникают определенные сложности 

при интерпретации полученных результатов. В случае МС визуализации отображается 

наличие/отсутствие белков, являющихся уникальными для патологического состояния 

(биомаркеров) или данные об их регуляции. На данный момент сочетание 

гистологических анализов и МС визуализации имеет большой потенциал для 

использования в области диагностики заболеваний, прогнозирования и, в отдельных 

случаях, даже терапевтического лечение [298]. 

Таким образом, метод MALDI-МС-визуализации к настоящему времени оказался 

наиболее универсальным методом ионной визуализации; он имеет целый ряд 

преимуществ, таких как широкий диапазон сканируемых масс (теоретически 200–1000000 

Да), возможность анализа сложных смесей, простая интерпретация данных (пики, 

соответствующие отношению m/z) и высокая чувствительность (до аттомолей для белков 

и пептидов). Все эти особенности привели к тому, что МС визуализация с использованием 

MALDI наиболее распространен по сравнению с применением других методов ионизации. 

Тем не менее, метод MALDI-МС-визуализации не лишен недостатков. Липиды, 

пептиды и белки, метаболиты, лекарственные препараты, как уже отмечалось, могут быть 

легко детектированы. Однако транскриптом, который включает в себя микроРНК и другие 

молекулы РНК, до сих пор не удавалось визуализировать таким образом. Поскольку 

анализ транскриптома в настоящее время является важной областью клинических 

исследований, это, безусловно, составляет важное направление для развития MALDI-МС-

визуализации. Одним из возможных решений этой проблемы может быть использование 

масс-спектрометрических меток. 

1.2.1.1 Ионизация в методе MALDI-МС-визуализации 

При использовании в качестве метода ионизации MALDI важное значение отводится 

роли матрицы. При облучении ячейки мишени УФ-лазером происходит кооперативное 

движение кристаллов матрицы в вакуум, в котором захватывается также анализируемое 

вещество. Молекулярная динамика этого процесса зависит от порогового значения 

плотности энергии. Ниже порогового значения молекулы с низкой энергией связи 
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сублимируются с поверхности. Выше порогового значения происходит выталкивание 

кластеров матрицы с аналитом в газовую фазу. 

MALDI работает в так называемом термоизоляционном режиме, при котором 

процесс поглощения энергии и последующая десорбция должны количественно 

превосходить процесс перераспределения энергии по всему образцу. При уменьшении 

диаметра лазерного пучка скорость перераспределения энергии быстро увеличивается, и 

для десорбции необходимо излучение с более высокой плотностью энергии. Однако в 

этом случае происходит фрагментация исследуемых молекул. Показано, что 

использование лазерного пучка диаметром 7–8 мкм приводит к уменьшению ионных 

выходов на два порядка по сравнению с использованием стандартного, более 100 мкм, 

лазерного пучка [299]. Наряду с десорбцией происходит ионизация молекул аналита, 

протекание которой определяет вид полученного масс-спектра. Основным механизмом 

ионизации для немодифицированных аналитов является реакция переноса протона или 

катионов, конечные продукты определяются относительным сродством частиц, 

присутствующих в газовой фазе, к протонам или катионам. Большое количество 

катионизированных пептидов и белков в MALDI-МС-визуализации срезов ткани 

значительно усложняет масс-спектры, а также приводит к более низким значениям 

интенсивности сигналов (сигнал иона делится между несколькими пиками). Для 

устранения этой проблемы срезы ткани часто обессоливают путем промывки в холодном 

растворе этанола [300]. 

Многочисленность факторов, влияющих на выбор оптимальной матрицы для 

конкретного аналита, приводит к тому, что задача выбора матрицы становится 

эмипирической и, как правило, решается экспериментально в каждом случае, хотя и 

существуют некие общие закономерности, например, для анализа ткани синапиновая 

кислота как матрица обеспечивает лучшие сигналы для белков с более высокой 

молекулярной массой, в то время как 1-циано-4-гидроксикоричная кислота является более 

подходящей матрицей для пептидов с низкой молекулярной массой. Синапиновая кислота 

рекомендована для получения в процессе анализа более высокого пространственного 

разрешения, в котором осаждение раствора матрицы тщательно контролируется с целью 

сведения к минимуму пространственного перемещения [301]. Для анализа МС/МС обычно 

используют матрицы, способствующие образованию ионов пептидов или белков с 

запасом внутренней энергии, так как это приводит к дальнейшей фрагментации на 

структурно информативные частицы [302, 303]. 



45 

1.2.1.2 Техника получения изображения: режимы микрозонда и микроскопа 

МС визуализация осуществляется с использованием двух различных подходов: 

применение микрозонда или микроскопа. Разница между этими режимами заключается в 

способах получения пространственной информации (рис. 1.11). 

 
Рис. 1.11 Схемы, иллюстрирующие два подхода в МС-визуализации: (а) в режиме микрозонда 
записываются масс-спектры в каждой заданной позиции. Используется ионно-оптический 
микроскоп; (б) в режиме микроскопа изображение распределений масс в образце регистрируется с 
помощью 2D-детектора. 

Микрозонд является наиболее распространенной техникой в МС визуализации и 

принципиально самой простой. Для анализа используют небольшой лазерный луч, 

локализованной на образце. Полученный масс-спектр наряду с координатой точки в 

пространстве сохраняется, после чего анализируется новая область и регистрируется 

другой масс-спектр. Этот процесс повторяется до тех пор, пока вся область образца не 

будет просканирована. После завершения эксперимента визуализация происходит из 

индивидуальных масс-спектров. Режим визуализации с помощью микроскопа требует 

использования ионно-оптических элементов, проецирующих пространственное 

распределение ионов, генерируемых на поверхности образца, на позиционно-

чувствительный детектор. С помощью этого подхода пространственная информация 

может быть получена внутри ионизационного пятна и, таким образом, не зависит от 

размера ионизирующего пучка, а определяется характеристиками микроскопа, качеством 

ионной оптики. Разрешающую способность определяет позиционно-чувствительный 

детектор. Как и со всеми микроскопами, фокус масс-спектрометрического микроскопа 

имеет конечную глубину, что делает подготовку образца более важной [304]. 
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1.2.1.3 Разрешение 

МС-визуализация характеризуется тремя типами разрешения: разрешение по массе, 

пространственное разрешение и разрешение по глубине. 

Массовое разрешение определяет степень химической специфичности и 

характеризуется возможностью различать ионы с разными отношениями заряда к массе. 

Возможность различать два иона с похожими отношениями m/z прямо связана с 

возможностью разделить в масс-спектре два пика, соответствующие этим ионам. 

Повышение точности измерения массы позволяет различать продукты ионизации даже 

при малых значениях масс, и, таким образом,  приводит к более точной обработке данных. 

Показано, что процент определения уникальных триптических пептидов увеличивается с 

повышением точности измерения массы и увеличения отношения m/z [305]. Точные 

измерения в области низких молекулярных масс могут быть использованы для 

определения элементного состава обнаруженных ионов. 

В настоящее время в большинстве приборов для проведения МС-визуализации 

используют времяпролетные (ToF) анализаторы, которые могут обеспечить разрешение до 

20 ppm. Сверхвысокого разрешения по массе удается достичь, используя ионно-

циклотронную ловушку в качестве масс-анализатора [306, 307]. 

Пространственное разрешение определяет степень детализации изображения и 

характеризуется наименьшим измеряемым расстоянием между близлежащими объектами. 

Этот тип разрешения можно описать в терминах пикселей в фотографии: чем лучше 

различаются отдельные пиксели, тем выше будет разрешение. На пространственное 

разрешение влияют многие факторы, такие как пространственное распределение аналита в 

образце, подготовка пробы, возможности прибора и интенсивность сигнала. 

 
Рис. 1.12 Изображения участков ткани теменной ганглии улитки Lymnaea stagnalis, полученные 
методом SIMS МС-визуализации с различными размерами пикселя [299]. 
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При подготовке образца для исследования и получения высокого разрешения важно 

по возможности сохранять пространственную целостность образца. Любое искажение 

пространственной целостности по размеру большее, чем размер пикселя, ограничивает 

получаемое в эксперименте пространственное разрешение (рис. 1.12).  

Разрешение по глубине. Химическую информацию о составе образца не на 

поверхности, а в глубине среза ткани можно получить, если проводить несколько 

последовательных измерений в одной точке пространства. Такой анализ профиля пробы 

по глубине, как правило, ограничивается тем, что для прохождения ионов из глубины на 

поверхность образца требуется высокая энергия, что приводит к образованию очень 

маленьких фрагментов молекул и прочим химическим повреждениям. Первичные ионы, 

образующиеся в глубине образца, при выходе на поверхность соударяются с верхними 

слоями, тем самым смешиваясь с ними и нарушая их состав, что ухудшает разрешение. В 

первых экспериментах 3D MALDI-МС-визуализации [308] были использованы десять 

последовательных срезов ткани мозга мыши толщиной 20 мкм. В результате глубина 

визуализации составила 400–500 мкм. Повысить разрешение возможно, если проводить 

анализ большего количества срезов, однако, это может быть непрактично в связи с 

увеличением времени анализа.  

 Особенно стоит отметить, что для проведения МС-визуализации рельеф образца и 

его 3D-форма имеют особенное  значение, так как такие неточности в проведении 

эксперимента могут привести к появлению артефактов метода [309]. 

1.2.1.4 Подготовка образцов для MALDI-МС-визуализации 

Воспроизводимость МС визуализации определяется многими факторами на каждом 

этапе эксперимента, начиная от выбора образца, его подготовки, непосредственно МС и 

заканчивая интерпретацией данных. Очевидно, что в процессе подготовки должна 

сохраняться пространственная и химическая целостность образца, определяемые 

пространственным разрешением метода используемой МС. 

Существует несколько общих правил при подготовке образцов. Разные методы 

ионизации могут быть чувствительны к различным типам примесей. МС визуализация 

срезов тканей с использованием MALDI требует промывки ткани перед нанесением 

матрицы [300]. Стандартная процедура включает промывку  ткани в ледяном 70% 

растворе этанола в течение нескольких минут. При этом удаляется избыток солей, 

нарушающих процессы кристаллизации и комплексообразования аналитов и молекул 

матрицы, а также конкурирующих с аналитами за заряд. 
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Установлено, что протеом животного мозга меняется практически сразу же после 

смерти. Для денатурации активных протеаз и последующих расщеплений протеома мозг 

животных обрабатывают микроволновым излучением [307, 310]. Затем, как правило, из 

внутренних частей образцов ткани изготавливают криосрезы. Приготовление криосрезов 

можно проводить в желатине [311] и агарозе [301], что облегчает обработку небольших 

или хрупких образцов, однако чаще всего срезы делают непосредственно с образцов 

замороженной ткани [300]. Толщина используемых срезов тканей, как правило, 10–

20 мкм: ультра-тонкие образцы могут быть очень хрупкими для различных манипуляций, 

в то время как для более толстых необходимо больше времени, чтобы высушить их, а 

также большая толщина может влиять на производительность масс-анализатора.  

В работе [312] установлен предпочтительный метод последующего размораживания 

криосреза: срез ткани помещали на холодную пластину (прозрачное проводящее 

предметное стекло, на котором производится МС), а затем быстро нагревали пластину 

вместе с образцом. Альтернативный способ размораживания на пластине при комнатной 

температуре привел к ухудшению качества масс-спектра. Следующий шаги в подготовке 

среза ткани для MALDI-МС-визуализации – промывка, выбор матричного раствора, 

размера кристаллов матрицы, а также метода нанесения матрицы. Стоит отметить, что 

температура и влажность окружающей среды при нанесении матрицы влияют на 

результат анализа, предположительно, из-за различной скорости диффузии белка из ткани 

и различной скорости кристаллизации матрицы. Для исследований с более низким 

пространственным разрешением, менее 25 мкм, лучшие результаты были получены с 

использованием синапиновой кислоты при ее нанесении непосредственно на срез ткани. 

Также установлено, что выбор оптимального растворителя для нанесения матрицы 

зависит от типа ткани. Использование ионных матриц для срезов тканей значительно 

улучшает интенсивности сигнала [313]. Итак, принципиальная схема MALDI-МС-

визуализации выглядит следующим образом (рис. 1.13): криосрез ткани, покрытый 

матрицей, анализируется методом MALDI масс-спекрометрии, массив спектров для 

каждой определенной точки пространства получают методом лазерной ионизации и 

детекции ионов. В дальнейшем используют специальное программное обеспечение для 

получения распределений и обработки изображений. 
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Рис. 1.13 Принципиальная схема MALDI-МС-визуализации. 

Разработка новых подходов и методик МС визуализации позволяют снижать 

влияние различных артефактов, а также повышать чувствительность, скорость и 

пространственное разрешение в анализе. Существует несколько аспектов применения 

новых подходов в эксперименте, связанных с процессом образования ионов аналита, 

использованием новых масс-анализаторов и детекторов. 

1.2.1.5 Обработка и визуализация данных 

В результате МС визуализации исследователь получает очень большой массив 

данных: полный масс-спектр для каждой точки-пикселя. Для обработки данных и их 

визуализации разработан широкий набор различных инструментов, включающих в себя 

такие стандартные функции, как анализ определенного интересующего участка, выбор 

шкалы интенсивности изображения (цветовая палитра, линейная/логарифмическая), 

наложение изображений друг на друга, сохранение спектральных данных и изображений 

для улучшения отношения сигнал/шум, регистрация профилей интенсивности (изменение 

интенсивности со временем или пространством), химические библиотеки для 

идентификации аналита [314]. 

1.2.1.6 Применение MALDI-МС-визуализации 

Как отмечалось ранее, многие заболевания и системы иммунных ответов связаны с 

изменениями пространственного распределения и/или модифицирования биомолекул. На 

рис. 1.14 показано, как быстро с помощью МС визуализации можно определить белки, 

связаные с опухолью [299]. 
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Рис. 1.14 Распределение белков из секции глиобластомы: а) оптическое изображение среза ткани; 
б) β-актин; с) S100A4; d) тимозин β4. 

Более того, недавно было показано, как протеомное распределение, полученное 

непосредственно из свежезамороженой опухоли легочной ткани, может быть 

использовано для классификации гистологических групп и выявления пациентов с плохим 

и хорошим прогнозом [315]. Другой пример применения МС визуализации - анализ 

холестерина и липидов, позволяющий изучать роль этих соединений при различных 

клинических нарушениях, таких как болезнь Альцгеймера [316, 317]. Показано, что 

повышение уровня холестерина приводит к накоплению белка-предшественника β-

амилоида, а аномальное накопление пептидов, полученных из этого белка, характерно для 

всех форм болезни Альцгеймера. 

Болезнь Паркинсона, повреждения мышц [318], дефицит витамина D [319], 

различные виды опухолей, демиелинизация, вызванная инсультом [320], – все указанные 

болезни исследованы с использованием МС визуализации. Разработка новых лекарств в 

настоящее время также сопровождается мониторингом с применением этой технологии. 

MALDI-МС-визуализация широко используется для анализа пространственного 

распределения лекарственных средств и их метаболитов в тканях [302, 303, 321–323]. 

Развитие тандемной MALDI-МС-визуализации направлено на то, чтобы отличить 

фармацевтические препараты от аддуктов с матрицей. 

МС визуализация также широко используется в фундаментальной биологии. 

Большинство экспериментов MALDI-МС-визуализации проводят при изучении срезов 

тканей, взятых из мозга животных, придатка яичка [324], эпидермиса [323], суставного 

хряща [303], предстательной железы [325], ганглий [301] и даже целых участков тела. Эти 

исследования направлены на анализ экспрессии белков, их пространственного 
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распределения, процессинга в конкретных участках и тканях, а также их влияния на 

возникновение многочисленных патологий. 

Для преодоления проблем, связанных с артефактами метода MALDI-МС-

визуализации, такими как топография поверхности образца (неоднородное 

пространственное распределение аналитов) [326] и матричные эффекты [309, 327–330], 

используют различные подходы, начиная от тандемной масс-спектрометрии, 

использования позиционно-чувствительных детекторов [304], 3D-MALDI-МС-

визуализации [331] до химической модификации. На последнем подходе остановимся 

подробнее, так как он напрямую имеет отношение к теме настоящего обзора. В 

предыдущей главе обзора мы вскользь упомянули об использовании пирилиевых солей и 

производных коричного альдегида в качестве неотщепляемых масс-спектрометрических 

меток для анализа биогенных аминов [288]. Далее в настоящей главе речь пойдет об 

отщепляемых масс-спектрометрических метках, и мы покажем, как они используются в 

технологии MALDI-МС-визуализации. 

2.2 Отщепляемые масс-спектрометрические метки 

Простейшим сопряженным ароматическим карбокатионом является 

трифенилметилиевый катион. Его производные коммерчески доступны и могут быть 

легко синтезированы в лаборатории, поэтому логично, что именно этот катион впервые 

начали использовать для дизайна масс-спектрометрических меток. 

В работе [332] показана возможность применения масс-спектрометрических меток 

для определения неизвестной последовательности синтетического олигонуклеотида. Для 

этого в процессе твердофазного синтеза использовали фосфорамидиты аденина, гуанина, 

цитозина и тимина с добавлением амидита метки. Для разных нуклеотидов использовали 

тритильные метки с различными заместителями (рис. 1.15), и, тем самым, на каждой 

стадии синтеза масс-спектрометрическая метка определенной массы соответствовала 

определенному нуклеотиду. Эти олигонуклеотиды впоследствии отбирали с помощью 

меченых зондов и, после кислотной обработки, анализировали методом (MA)LDI-МС, а 

затем по полученным масс-спектрам (рис. 1.15) определяли последовательность 

олигонуклеотидов: зная, на какой стадии и какая масс-спектрометрическая метка 

кодировал тот или иной нуклеотида, можно определить всю последовательность 

олигонуклеотидов. 
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Рис. 1.15 Масс-спектр смеси меток, полученных действием на NHS-активированный эфир 
различных аминов. 

В следующих своих работах авторы развили данный метод, описали синтез масс-

спектрометрических меток (схема 1.2) [333], их применение показано на примере 80 

аминов, продукты дериватизации которых были проанализированы методом LDI-МС. 
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Схема 1.2 Синтеза тритильных масс-спектрометрических меток: (a) SOCl2, кипячение; (b) 2-
амино-2-метилпропан -1-ол, 2.5 экв.; (c) PhMgBr. (d) 80% AcOH, 48 ч; (e) N-гидроксисукцинимид, 
ДЦК; (f) AcCl, толуол, кипячение; (g) реакция с реактивом Гриньяра. 
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Из набора соединений комбинаторных библиотек было выбрано соединение 1.144, 

превращенное в амидитный синтон 1.147, который затем добавляли (в количестве 5%) к 

четырем растворам нуклеозидных амидитов (A,C,G и T). 
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Процедура кодирования и определения последовательности была аналогична той, 

что описана в предыдущей работе. Также в этой работе показано, что для ионизации 

тритильного катиона нет необходимости в использовании матрицы, и, кроме того, не 

нужно подкислять определяемые конъюгаты, что удобно для  пробоподготовки и при 

работе с кислотонестойкими веществами. Используя модификации тритильной группой, 

также методом MALDI-МС можно исследовать плохо ионизирующиеся вещества. 

Еще одно исследование, посвященное тритильным масс-спектрометрическим 

меткам, было опубликовано в 2008 году [202]. В работе подробно описан синтез масс-

спектрометрических меток и даны основные подходы к их дизайну и формированию 

структуры (схема 1.3). 

 

Схема 1.3 Общая структура и принцип действия масс-спектрометрических меток a) отщепляемые 
масс-спектрометрические метки, b) ковалентно связанные (неотщепляемые) масс-
спектрометрические метки. 
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Синтезирован ряд производных тритильного катиона с электронодонорными 

заместителями, стабилизирующими положительный заряд, и проведена оценка их 

стабильности, установлены значения pKR+ (подбронее об этой величине будет сказано в 

обсуждении результатов). Авторами была выявлена корреляция между значением pKR+ и 

стабильностью карбокатиона – чем выше значение pKR+, тем более стабильным является 

катион (рис. 1.16). Как мы уже неоднократно отмечали, стабильность карбокатиона – 

важнейшее свойство масс-спектрометрической метки [202]. 

 

Рис. 1.16 Соотношение интенсивности сигнала катионов в масс-спектре и их значения pKR+ 
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Синтезировав и исследовав соединение 1.148, авторы обнаружили, что 

политритилированные соединения в условиях MALDI приобретают заряд +1, несмотря на 
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возможность отщепления нескольких гидроксильных групп у третичных атомов углерода 

(рис. 1.17). 

 
Рис. 1.17 MALDI масс-спектр тетратритильного соединения 1.148. 

В работах [334, 335] был описан подход к детекции однонуклеотидного 

полиморфизма с помощью полимеразной достройки меченых тритильными соединениями 

праймеров. Также был проведен интересный эксперимент: синтезировано соединение 

1.149, тритилированный по обоим концами 6-меркаптогексанол (рис. 1.18), причем 

тритильные катионы отличались по массе на гомологическую разницу. Несмотря на 

строгое соотношение двух тритильных фрагментов в молекуле 1:1 на масс-спектре чётко 

видно, что интенсивность сигнала тритильного катиона, связанного через атом серы, 

намного выше, чем связыванного через атом кислорода. Замена атома кислорода на атом 

серы даёт не только улучшение масс-спектрометрических свойств метки, но также 

увеличивает её химическую стабильность, что может найти применение при создании 

устойчивых, коммерчески доступных реагентов. 
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Рис. 1.18 спектр LDI-МС соединения 1.149. 

Другой разновидностью тритильных катионов является S-пиксильный катион 1.150 

[336], однако его производные 1.151 химически малостабильны. При окислении атома 

серы до сульфоксида химические свойства полученного соединения 1.152 значительно 

изменяются по сравнению с неокисленным соединением 1.151. Установлено, что 

окисленная форма (сульфоксид) не обладает достаточным значением pKR+ для ионизации 

в кислых условиях (таблица 1.2). Свойства S-пиксил производных значительно меняются 

при окислении атома серы до соответствующего сульфоксида: 
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Таблица 1.2 Значения pKR+ производных S-пиксильного катиона 

Заместители pKR+ 

R1 R2 R3 S-Px S(O)-Px 

H H Me -0.2 -15 

H H OMe 0.2 ≈-11 

OMe H Me 2.8 ≈-12 

OMe OMe Me 4.5 -7.1 

Для дальнейшего масс-спектрометрического анализа производных 1.152 необходимо 

было восстановить мостиковый атом серы, так как сульфоксиды имеют низкие значения 
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pKR+ и их эффективная детекция невозможна. Однако в ходе эксперимента установили, 

что образование катиона и восстановление атома серы происходит непосредственно при 

облучении лазером в масс-спектрометре. Более того, эти данные были получены в 

условиях LDI-МС, т.е. такие масс-спектрометрические метки десорбируются с 

поверхности даже без использования матрицы. 

Использование масс-спектрометрических меток в методе MALDI-МС-

визуализации подразумевает дополнительные стадии пробоподготовки, однако 

одновременно с этим позволяет расширить границы возможностей применения метода. 

Сообщается об использовании производных триметокситритильного катиона, 

обладающих сайтом вариации масс [337] (схема 1.4). Первичные антитела 

дериватизируются масс-спектрометрическими метками, затем эти антитела связываются с 

соответствующими антигенами в исследуемой ткани, после чего вся площадь ткани 

анализируется методом MALDI-МС-визуализации. После визуализации, сопоставляя 

массу метки и кодируемый ею белок, можно определить локализацию белка в ткани.  

 
Схема 1.4 Дериватизация и детеакция отщепляемых масс-спектрометрических меток, 
конъюгированных с антителом. 
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Рис. 1.19 Общая схема использования отщепляемых масс-спектрометрических меток в MALDI-
МС-визуализации. 

В работе показано мечение первичных антител, которые напрямую связывались с 

гистохимическими реагентами в срезе ткани поджелудочной железы, а аналитами 

служили синаптофизин, хроматогранин А, инсулин, кальцитонин и соматостатин (рис. 

1.19). 

Еще одно использование отщепляемых триметокситритильных меток в комбинации 

с технологией MALDI-МС-визуализации представлено в работе [338]. Авторы определяли 

локализацию ферметов (сериновых гидралаз) в срезах тканей млекопитающих. 

Соединение 1.153 избирательно связывалось с ферментом (в качестве отрицательного 

контроля выбрано соединение 1.154, имеющее схожую структуру, но не связывающееся с 

аналитом). Полученный в результате конъюгат с терминальными алкиновыми группами 

вступает в реакцию циклоприсоединения с масс-спектрометрической меткой 1.155, 

которая представляет собой дендример, покрытый отщепляемыми 

триметокситритильными группами. 
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Рис. 1.20 Распределение ферментов (сериновых гидралаз) на срезе ткани, полученное методом 
MALDI-МС-визуализации после дериватизации аналита (А), отрицательный контроль (при 
использовании для связывания с ферментом соединения 1.154) (В). Типичный масс-спектр 
области, содержащей дериватизированный аналит (С). 

Затем модифицированная поверхность среза ткани подвергалась масс-

спектрометрическому анализу методом MALDI-МС-визуализации, и, после визуализации 

полученого набора масс-спектров, зарегистрированных в разных точках поверхности 

образца, создавалась картина распределения масс-спектрометрических меток, а 

следовательно – и меченых ферментов (рис. 1.20). 

MALDI-МС-визуализацию с использованием масс-спектрометрических меток также 

применяли для быстрого, чувствительного и точного определения уровней экспрессии 
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мРНК или белков при различных заболеваниях [330]. Суть метода заключается в 

косвенном обнаружении мРНК и белков в срезе ткани с помощью фотоотщепляемой 

метки (репортерной группы), входящей в состав используемого зонда, высвобождении 

метки посредством лазерном облучения и ее детектировании в условиях MALDI. Таким 

примером может служить эксперимент с определением пространственного распределения 

мРНК. Зонд, содержащий отщепляемую масс-спектрометрическую метку, гибридизуется с 

комплементарной ему последовательностью мРНК, а при воздействии лазерного 

излучения на область специфического связывания происходит фотоотщепление линкера и 

десорбция масс-спектрометрической метки (рис. 1.21). При визуализации распределения 

мРНК в ткани области, где отсутствует мРНК-мишень, характерный сигнал метки в масс-

спектре наблюдаться не будет. 

 
Рис. 1.21 Общая схема использования меченых зондов в MALDI-МС-визуализации. 

Недавно корейские ученые предложили новую гетероциклическую структуру для 

отщепляемых масс-спектрометрических меток [340]. Соединения 1.156а-г под действием 

лазера претерпевают разрыв связи С-S в результате чего образуются ароматические 

катионы 1.157а-г. Эквимолярная смесь активированных эфиров 1.156а-г была 

проанализирована методом LDI-МС и было установлено, что наиболее интенсивный 

сигнал наблюдается в случае н-бутильного заметителя (рис. 1.22). 
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Рис. 1.22 Спектр LDI-МС эквимолярной смеси 1.156 a-г. 

Масс-спектрометрическая метка 1.156г была использована для дериватизации 

миоглобина. На рис. 1.23 представлены спектры LDI-МС дериватизированного 

миоглобина с последовательным десятикратным разбавлением. Видно, что предел 

обнаружения белка составляет 2.8 фмоль в ячейке мишени масс-спектрометра. 

При всех достоинствах представленных масс-спектрометрических меток 1.156а-г 

нельзя не отметить один серьёзный недостаток данной модели: сайт вариации масс (R) 

вводится на начальных стадиях синтеза метки, поэтому процесс создания библиотек 

подобных масс-спектрометрических меток может оказаться довольно времязатраной и 

трудоемкой работой. 
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Рис. 1.23 Спектры LDI-МС дериватизированного масс-спектрометрической меткой 1.156г 
миоглобина в различных концентрациях (на рисунках указано количество вещества, наносимое в 
ячейку мишени масс-спектрометра). (е) отрицательный контроль (в отсутствие миоглобина). 

В заключение необходимо отметить, что дериватизация масс-спектрометрическими 

метками является очень удобным инструментом, который может быть использован для 

аналитических целей в различных областях научных исследований. Несмотря на то, что 

этот подход начал применяться относительно недавно, неотщепляемые масс-

спектрометрические метки заняли достойное место в арсенале ученых, занимающихся 

протеомными и метаболомными исследованиями. Постоянно выходят в свет актуальные 

публикации, в которых описываются все новые и новые структуры, обладающие более 

совершенными свойствами. Отщепляемые масс-спектрометрические метки пока не столь 

распространены, однако мы уверены, что в самом ближайшем будущем они также найдут 

широкое применение благодаря своим уникальным мультиплексным свойствам. В 

настоящей работе мы постараемся внести свою лепту в развитие химии масс-

спектрометрических меток. 
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Глава 2. Химия ионогенных масс-спектрометрических меток 
(Результаты и обсуждение) 

2.1. Отщепляемые масс-спектрометрические метки 

Мечение биомолекул специальными молекулами-метками (радиоактивными, 

флуоресцентными, масс-спектрометрическими) позволяет одновременно анализировать 

несколько объектов в ходе одного эксперимента. Наибольшую популярность получило 

использование флуоресцентных меток [341], однако, несмотря на их широкое 

распространение и относительную коммерческую доступность, флуоресцентные метки 

имеют один важный недостаток – их максимальная мультиплексность ограничена 

использованием не более восьми различных молекул в одной пробе. 

 
Этого недостатка лишены масс-спектрометрические метки, поскольку современные 

приборы позволяют надежно различать сигналы даже с разницей в 1 Да, поэтому 

мультиплексность исследований можно повысить на порядки. Другим преимуществом 

масс-спектрометрических меток служит более высокая чувствительность эксперимента.  

2.1.1 Отщепляемые масс-спектрометрические на основе тритильного катиона 

Поскольку масс-спектрометрическая метка – это прежде всего легко ионизируемая 

молекула, при выборе модельного субстрата мы отталкивались от наиболее простого 
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трифенилметильного катиона. В литературе можно найти работы по  исследованию 

свойств производных триарилметилиевых катионов (в том числе и в нашей лаборатории) 

[202, 334, 335, 337, 338, 342–345]. Было показано, что интенсивность сигнала катиона в 

масс-спектре коррелирует с увеличением стабильности карбокатиона за счет увеличения 

числа метокси-групп, обладающих +M-мезомерным эффектом [202] (см. обзор 

литературы рис. 1.15). 

Однако следствием такой высокой способности к гетеролитической диссоциации 

связи С-О оказалась крайне низкая химическая стабильность данных соединений, что 

накладывает определенные ограничения при их использовании и хранении. Для решения 

этой проблемы мы предлагаем использовать соединения, в которых атом кислорода 

заменен на атом серы. Мы синтезировали исходные моно-, ди-, три-

метоксифенилметилмеркаптогексанолы (рис. 2.1) 
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2.1                                                                 2.1'                                                        2.1''  

 
Рис. 2.1 Спектр MALDI-МС эквимолярной смеси соединений 2.1, 2.1′, 2.1′′ (матрица – 
синапиновая кислота) (верхний). Спектр LDI-МС эквимолярной смеси соединений 2.1, 2.1′, 2.1′′ 
(нижний). 
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Хорошо видно увеличение интесивности сигнала карбокатиона с увеличением его 

стабильности. Нами была предложена модельная молекула 2.2, содержащая в своей 

структуре три основных фрагмента: собственно триметокситритильный катион, сайт 

конъюгации, связанный лабильной связью через атом серы с центральным углеродным 

атомом, и N-оксисукцинимидный эфир, выполняющий роль сайта вариации масс, 

присоединенный к 3-му атому углерода одного из фенильных колец. 
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Превращения 2.3→2.6 осуществляли, как описано ранее [202]. Используя методы 

комбинаторной химии, добавляя к соединению 2.2 соответствующие амины, мы можем 

получать библиотеки масс-спектрометрических меток. 
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2.10 а-з  
R = -CH3 (a), н-C3H7 (б), н-С4Н9 (в), н-С5Н11 (г), н-С6Н13 (д), н-С7Н15 (е), н-С8Н17 (ж), н-
С10Н21 (з).  

Амиды 2.10б и 2.10г были выделены и охарактеризованы для подтверждения 

структуры. В остальных экспериментах амиды 2.10 использовались без дополнительной 

очистки. Эквимолярная смесь амидов 2.10а-з была проанализирована методом MALDI-

МС (рис. 2.2). 
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№ R m/z регистрируемого катиона 

2.10а метил 460.5 
2.10б н-пропил 488.6 
2.10в н-бутил 502.6 
2.10г амил 516.6 
2.10д н-гексил 530.7 
2.10е н-гептил 544.7 
2.10ж н-октил 558.7 
2.10з н-децил 586.8 

Рис. 2.2 Спектр MALDI-МС эквимолярной смеси амидов 2.10 а-з. 
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На рис. 2.2 видно, что интенсивности пиков сопоставимы, а алкильный 

углеводородный радикал незначительно влияет на ионизационную способность масс-

спектрометрических меток.  

Мы предлагаем оригинальное использование библиотеки масс-спектрометрических 

меток для двоичного кодирования информации. Ранее в литературе упоминались попытки 

кодирования информации с использованием флуоресцентных свойств 

«металлорганических рамок» [346], однако основной проблемой остается низкая 

мультиплексность. Масс-спектрометрия же, благодаря своей уникальной 

мультиплексности, обладает огромным потенциалом для решения подобных задач. 

Несмотря на то, что использование масс-спектрометрических меток – это относительно 

новый метод в химии, уже появились работы, в которых данная технология успешно 

реализуется для поиска различий полимерных частиц [333], наночастиц [347], ДНК-

последовательностей [348]. 

Для кодирования разнообразных символов (букв, знаков препинания и т.п.) 

используется таблица ASCII (American standard code for information interchange), в которой 

каждому символу соответствует некий числовой код. Если эти символы  представить в 

двоичной системе счисления, то получится восьмизначный код, состоящий из единиц и 

нулей (табл. 2.1). В качестве примера можно привести аббревиатуру ИБХ – буквы «I», 

«B», «C», «h». 

Таблица 2.1. Соответствие букв латинского алфавита, кода ASCII и двоичного кода. 

Буква Код ASCII Двоичный код 

I 73 01001001 

B 66 01000010 

C 67 01000011 

h 104 01101000 

Каждому положению в двоичном коде будет соответствовать одна масс-

спектрометрическая метка (рис. 2.2). Если в определенном положении стоит единица – это 

значит, что сигнал масс-метки есть, если ноль – соответствующий сигнал отсутствует. 

Например, в коде букве «I» единицы находятся во втором, пятом и восьмом положениях, 

следовательно масс-спектр, соответствующий букве «I» , должен содержать сигналы (m/z 

502, 530 и 586). Смешивая эквимолярные концентрации соответствующих амидов и 

анализируя их методом MALDI-МС, получили четыре масс-спектра, каждый их которых 

кодирует определенную букву (рис. 2.3). 
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Рис. 2.3 Масс-спектры MALDI-МС смесей масс-спектрометрических меток, соответствующих 
буквам «I», «B», «C», «h». 

Таким образом, мы показали возможность кодирования любой информации с 

использованием описанного подхода, что может иметь самое разнообразное применение 

от контроля качества товаров до решения криптографических задач. 

В следующем эксперименте мы показали возможность ковалентного связывания 

масс-спектрометрической метки с полимерной поверхностью (рис. 2.4) 

 
Рис. 2.4 Схема связывания масс-спектрометрической метки с алкинмодифицированным ПММА. 

Полиметилметакрилат (ПММА) был модифицирован пропаргиламином (см. 

экспериметальную часть). Раствор алкинсодержащего полимера был нанесен на 

поверхность мишени масс-спектрометра. После испарения растворителя на поверхности 

мишени образовалась тонкая пленка полимера. Эту поверхность обработали раствором, 

содержащим масс-спектрометрическую метку 2.10г и медный катализатор. При этом 

азидогруппа метки легко вступает в азид-алкиновое циклоприсоединение с 
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терминальными ацетиленовыми группами (реакция Хьюсгена), находящимися на 

поверхности пленки. Анализ полученной поверхности методом LDI показал, что в масс-

спектре четко виден сигнал метки (m/z 516) (рис. 2.5а). Для исключения возможности 

нековалетного связывания метки и поверхности были проведены два эксперимента 

(отрицательный контроль): 1) тем же раствором обработали поверхность мишени, 

покрытой пленкой немодифицированного ПММА (рис. 2.5б), 2) поверхность мишени, 

покрытую алкинмодифицированным ПММА, обработали раствором метки 2.10г, не 

содержащим медный катализатор (рис. 2.5в).  

 
Рис. 2.5 Детекция масс-спектрометрической метки 2.10г, связанной с алкинмодифицированным 
ПММА (а). Контрольный эксперимент с немодифицированным ПММА (б) и в отсутствие медного 
катализа (в). 

В следующей серии экспериментов мы показали возможность дериватизации 

циклооктинмодифицированного РАМАМ–дендримера (полиамидоамин) масс-

спектрометрическими метками с помощью «безмедной» реакции [3+2]-

циклоприсоединения [349] и последующим определением меток методом MALDI-МС. 

PAMAM-дендример представляет собой шарообразное полимерное ядро, на 

поверхности которого находятся первичные аминогруппы, связанные через короткий -

(CH2CH2)- линкер (рис. 2.6). Использование в качестве модифицирующего агента N-

гидроксисукцинимидного эфира 6-(11,12-дидегидродибензо[b,f]азоцин-5(6H)ил)-6-

оксогексановой кислоты 2.11 позволяет получать дендример 2.12, содержащий 

стабилизированный циклооктиновый фрагмент. 
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Рис. 2.6 Модификации РАМАМ-дендримера циклооктином. 

Предварительно полученные амиды 2.10г и 2.10д были введены в реакцию с 

соединением 2.12, и, после высаживания образовавшихся конъюгатов 2.13, их 

проанализировали методом (MA)LDI-МС (рис. 2.7). 

H
N

O

O

N
n

S

MeO OMe

OMe

N3
O

NH
R

2.10г, R = н-амил
2.10д, R =

 н-гексил

H
N

O

O

N
n

N
N

N

S

HN

O

R

MeO

OMe

OMe

H
N

O
R

R = н-амил, m/z
 = 516

R =
 н-гексил, m/z

 = 530

2.12 2.13
"лазер"

 

 
Рис. 2.7 Дериватизация соединения 2.12 масс-спектрометрическими метками 2.10г и 2.10д, спектр 
LDI-МС конъюгатов 2.13  
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Как видно на рис. 2.7, спектры LDI-МС конъюгатов 2.13 содержат четкие, 

интенсивные пики тритильных катионов (остатков масс-спектрометрических меток с 

соответствующими m/z 516 для катиона с н-амильным радикалом, m/z 530 для катиона с н-

гексильным радикалом). В качестве контрольного эксперимента (для исключения 

нековалентного связывания метки с модицифированным РАМАМ-дендримером) 

дендример 2.12 был обработан избытком бензилазида и, после выделения, конъюгат 2.14, 

был введен в реакцию с масс-спектрометрической меткой 2.10в (рис. 2.8).  
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Рис. 2.8 Контрольный эксперимент по «кэпированию» циклооктина на дендримере. 

После обработки ацетоном реакционной смеси и анализа выпавшего остатка 

методом MALDI-МС в масс-спектре не было сигналов, соответствующих масс-

спектрометрической метке 2.10в. Отсюда можно сделать вывод, что связывание масс-

спектрометрической метки с модифицированным дендримером происходит только 

посредством реакции циклоприсоединения. 

Ещё одним удобным  аналогом триарилметильного катиона служит пиксильный 

катион, коммерчески доступный в виде 9-фенил-9Н-ксантен-9-ола 2.15. Ранее была 

опубликована работа по исследованию масс-спектрометрических свойств пиксильного 

катиона, связанного с линкером функциолизованных соединений через атом кислорода 

[336]. Однако такие соединения также отличаются невысокой химической стабильностью. 

Нами был предложен двухстадийный способ получения из спирта 2.15 азида 2.17, в 

котором пиксильный фрагмент соединен с реакционноспособной азидогруппой через 

тиогексильный линкер (рис. 2.9). 
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Рис. 2.9 Синтез масс-спектрометрической метки 2.17. 
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Для демонстрации возможностей метода мы провели реакцию Хьюсгена азида  2.17 

с трет-бутиловым эфиром гексин-5-овой кислоты, в результате которой с хорошим 

выходом было получено соединение 2.18, масс-спектр которого содержит четкий пик (m/z 

257), соответствующий пиксильному катиону (рис. 2.10).  
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Рис. 2.10 Схема реакции циклоприсоединения масс-спектрометрической метки 2.17 и трет-
бутилового эфира гексин-5-овой кислоты, масс-спектр LDI-МС соединения 2.18  

Таким образом, мы предлагаем удобный и простой метод получения библиотек 

масс-спектрометрических меток на основе универсального реагента 2.2  и его аналогов. 

Кроме того,  мы показали возможности применения таких библиотек для кодирования 

информации и  «мечения» полимерных поверхностей и дендримеров. Такое 

«высокомультиплексное» кодирование может использоваться для шифрования 

информации в растворах, а также для дериватизации поверхностей с целью 

(отслеживания) установления вида материалов, контроля качества и идентификации 

подделок. 
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2.1.2 Отщепляемые масс-спектрометрические метки на основе 
трифенилциклопропенилиевого карбокатиона 

Как было сказано выше, необходимым компонентом отщепляемой масс-

спектрометрической метки должна быть стабильная заряженная частица, которая может 

легко детектироваться в условиях масс-спектрометрического анализа. Согласно правилу 

Хюккеля, моноциклическая плоская система будет ароматичной (т.е. обладать 

повышенной стабильностью), если в её состав входят (4n + 2) π-электронов (рис. 2.11). 

Простейшей заряженной частицей, удовлетворяющей этим условиям, является катион 

циклопропенилия С3Н3
+ [350]. 

 
Рис 2.11 Простейшие заряженные ароматические системы. 

Замещение атомов водорода в катионе циклопропенилия на арилы увеличивает его 

стабильность [351]. В литературе можно найти ряд обзоров и важных публикаций, 

касающихся синтеза, химических и физико-химических свойств производных 

триарилциклопропенилиевых катионов [352–361]. Также нельзя не упомянуть работы 

патриарха химии циклопропенилиевого катиона Рональда Бреслоу, в которых впервые 

удалось синтезировать производные трифенилциклопропенилиевого катиона [362, 363]. 

Основные подходы к синтезу триарилциклопропенилиевого катиона представлены на рис. 

2.12. 
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Рис. 2.12 Основные пути синтеза триарилциклопропенилиевого катиона. 
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Как видно из рисунка 2.12, основным прекурсором для синтеза 

триарилциклопропенилиевого катиона служит тетрахлорциклопропен 2.20, который мы 

получали из трихлорэтилена (рис. 2.13) [364]. На первой стадии трихлорэтилен реагирует 

с дихлоркарбеном, получаемым in situ из трихлорацетата натрия. Реакция идет несколько 

дней и с небольшим выходом, однако, ввиду доступности реагентов, этот метод можно 

признать удовлетворительным для получения пентахлорциклопропана 2.19.  
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Рис. 2.13 Синтез тетрахлорциклопропена. 

На следующей стадии проводили реакцию элиминирования HCl. Здесь нужно 

обратить внимание на необходимость соблюдения температурного режима, т.к. при 

увеличении температуры даже на 5–10º С количественно выделяли вещество 2.21. 

Cl
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Cl

Cl

Cl
Cl

Cl-

 
Рис. 2.14 Граничные структуры тетрахлорциклопропена. 

Тетрахлорциклопропен является удобным электрофильным субстратом (рис. 2.14) и 

легко вступает в реакцию Фриделя-Крафтса (рис. 2.12) как напрямую, с образованием 

триарилциклопропенилиевого катиона, так и через промежуточный субстрат 

диарилциклопропенон [365–368]. 

Другой подход к синтезу триарилциклопропениевого катиона заключается в 

получении ряда диарилацетиленов. Мы оптимизировали различные методики палладий-

катилизируемых реакций кросс-сочетания (реакции Соногаширы) для синтеза 

симметричных и несимметричных диарилацетиленов (рис. 2.15). 
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Рис. 2.15 Синтезов несимметричных диарилацетиленов. 

Полученные диарилацетилены, как и тетрахлоциклопропен, могут быть 

использованы для синтеза диарилциклопропенонов (рис. 2.16). Далее, действуя на 

полученные арилзамещенные циклопропенильные кетоны реактивом Гриньяра, 

литийорганическими соединениями, или путем реакции Фриделя–Крафтса можно 

получать триарилциклопропенилиевые катионы (рис. 2.17). 
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Рис. 2.16 Общая схема синтеза диарилциклопропенонов. 
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Рис. 2.17. Синтез триарилциклопропенилиевых катионов из дифенилциклопропенонов. 

Однако, на наш взгляд, наиболее удобным является прямой метод синтеза 

триарилциклопропенилиевого катиона из диарилацетиленов [369] (рис. 2.18). Соединения 

2.33-2.40 были синтезированы, охарактеризованы, для них были зарегистрированы 

спектры MALDI-МС. Во всех случаях мы наблюдали интенсивный сигнал 

соответствующего катиона (см. приложение). 
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Рис. 2.18 Синтез триарилциклопропенилиевого катиона из диарилацетиленов и 
бензилидендихлорида и структуры синтезированных катионов.  

Ароматический трифенилциклопропенилиевый катион намного стабильнее 

соответствующего тритильного катиона (pKR+ 3.1 и -6.6 соответственно) [370]. Этот факт 
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находит и масс-спектрометрическое подтверждение; при анализе эквимолярной смеси Tr+ 

и С3Ph3
+ сигнал тритильного катиона нивелируется интенсивным сигналом катиона 

циклопропенилия и, только увеличив концентрацию тритильного катиона, удается 

зарегистрировать едва заметный его сигнал по сравнению с трехчленным аналогом 

(рис. 2.19). 

 
Рис. 2.19 Сравнение интенсивностей Tr+ (2·10-2 M) и C3Ph3

+ (4·10-3 M) при одновременном 
присутствии в образце методом LDI. 

Также мы показали, что, как и для производных тритильного катиона, увеличение 

числа донорных заместителей в ароматических кольцах ведет к увеличению стабильности 

триарилциклопропенилиевого катиона и, как следствие, усилению интенсивности сигнала 

в масс-спектре (рис. 2.20). 

 
Рис. 2.20 Спектр MALDI-МС эквимолярной смеси соединений 2.33, 2.35, 2.37 и 2.40 (матрица – 
синапиновая кислота). 
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Для соединения 2.33 был определен нижний предел детекции методом MALDI-МС  

(1·10-11 моль в ячейке мишени масс-спектрометра) и методом LDI-МС (1·10-9 моль в 

ячейке мишени масс-спектрометра) (рис. 2.21). 

 
Рис. 2.21 Нижний предел детекции соединения 2.33 методом MALDI-МС (матрица-CHCA) (а) и 
методом LDI-МС (б). 

Для исследования ионизации ковалентных производных 

трифенилциклопропенилиевого катиона, мы синтезировали ряд соединений C-, N- и S-

замещенных трифенилциклопропен-3-ильных производных. Связь С-С является довольно 

прочной, что несомненно должно улучшить химическую стабильность масс-

спектрометрической метки. Однако с другой стороны, эта связь должна легко разрываться 
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в условиях масс-спектрометрического анализа, поэтому в структуры синтезируемых 

соединений мы ввели электроноакцепторные функциональные группы (рис. 2.22). 
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Рис. 2.22 Синтез С-производных циклопропенилиевого катиона реакциями с С-нуклеофилами. 

Интересные результаты мы получили при попытке использовать в качестве 

нуклеофилов анион малононитрила и первичные амины: в этих реакциях наблюдается 

раскрытие трехчленного цикла с образованием соединений 2.48, 2.49a-d (рис. 2.23). 

Строение этих соединений  доказано методами двумерной ЯМР-спектроскопии.  

a R = Bu
b R = Bn    
c R = -(CH2)2OH
d R = -(CH2)4OH

Ph

Ph Ph
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Ph

Ph
R

2.49 a-d

Ph
Ph

Ph
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NCR-NH2
BF4

-

2.33

2.48

ДБУ

 
Рис. 2.23 Взаимодействие трифенилциклопропенилиевого катиона с малононитрилом и 
первичными аминами. 

В литературе есть примеры похожих реакций раскрытия трехчленных циклов, 

содержащих в качестве заместителя в циклопропенилиевом цикле хорошо уходящую 

группу [371–379]. Мы предполагаем, что в нашем случае реализуется предложенный 

ранее винил-карбениевый механизм (рис. 2.24). 
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Рис. 2.24 Предполагаемый механизм винил-карбениевой перегруппировки. 

При реакции морфолина с трифенилциклопропенилиевым катионом раскрытие 

цикла не наблюдалось, был получен продукт 2.50 (рис. 2.25). 
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Рис. 2.25 Синтез морфолинового производного 2.50. 

Еще одна серия синтезированных нами соединений – S-связанные производные 

циклопропенилиевого катиона (рис. 2.26). Поскольку алкокси-производные 

циклопропенилиевого катиона крайне неустойчивы, то, по аналогии с тритильным 

катионом, мы предположили увеличение химической стабильности этих соединений при 

замене в них атома кислорода на серу. 
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Рис. 2.26 Синтез S-связанных производных циклопропенилиевого катиона. 
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Полученные C-, N- и S-связанные трифенилциклопропен-3-ильные производные 

были проанализированы методом MALDI-МС (табл. 2.1). 

Таблица 2.1 Данные по относительной интенсивности сигналов производных 
трифенилциклопропенилиевого катиона в спектрах MALDI-МС. (Матрица – синапиновая 
кислота). 

# 
Относительная интенсивность сигналов ионов, % 

Ph3C3
+, 267 Дa [M+H]+ Другие ионы 

2.50 100 64 – 

2.43 100 – 92 [M–Ac] 

2.44 100 – 47 [M–OMe], 62 [M–CO2Et] 

2.47 19 100 12 [M–OEt] 

2.45 100 – 8 [M–Ac], 5 [M–CONHPh] 

2.46 100 – 73 [M–Ac], 21 [M–CONH(CH2)2OH] 

2.52 100 – – 

2.54 100 – – 

2.56 100 – – 

Из таблицы 2.1 видно, что в масс-спектрах всех соединений (кроме 2.47) содержится 

пик 267 Да, соответствующий катиону C3Ph3
+, однако только в серосодержащих 

молекулах отсутствуют другие пики, что является важным преимуществом, поскольку 

отщепляемые масс-спектрометрические метки должны давать один четкий сигнал. 

Наличие фрагментации сильно усложняет интерпретацию сложных спектров. При 

исследовании этих же соединений методом LDI-МС, также наилучший результат показало 

соединение 2.56. Видимо, это можно объяснить ещё и тем фактом, что максимум 

поглощения в УФ-области соединения 2.56 (рис. 2.27) примерно соответствует длине 

волны лазера масс-спектрометра (337 нм). 

 
Рис. 2.27 Спектр поглощения соединения 2.56 (0.5·10-4M в MeCN) 
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Для проведения дальнейшей функционализации кислоты 2.56 был получен ее 

активированный эфир 2.57, который легко реагирует с аммиаком, первичными и 

вторичными аминами, а полученные амиды легко претерпевают гетеролитический разрыв 

по связи C-S в условиях ионизации электрораспылением (рис. 2.28). 
Ph

Ph
Ph

S

2.56

CO2H

Ph

Ph Ph

ВЭЖХ-МС

5

Ph

Ph
Ph

S
5

O

O
N

O

O

Ph

Ph
Ph

S
5

N

O
R(H)

2.57

N
HO

O

O

ДЦК

2.58

H(R)

Амины

NH3
RNH2
R2NH

R (см. рисунок 2.30)  
Рис. 2.28. Синтез активированного эфира 2.57 и соотвествующих амидов 2.58 

Сначала мы определили предел детекции соединения 2.57, он составил 20.000.000 

молекул (объем пробы - 2 мкл 1.67・10-11 M раствора) (рис. 2.29). 

 
Рис. 2.29 Предел детекции соединения 2.57, определенный методом ВЭЖХ-МС (30 аттомоль в 
образце). 

Полученную масс-спектрометрическую метку 2.57 мы предлагаем использовать для 

детекции низкомолекулярных и летучих аминов, поскольку эта проблема довольно 

актуальна для пищевой химии и химии окружающей среды. Несмотря на то, что 

разработаны различные методы детекции таких аминов [380-386], описываемый нами 
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подход отличается экспериментальной простой и высокой чувствительностью. На 

рис. 2.30 представлены профили ВЭЖХ-МС индивидуальных дериватизированных 

аминов. 
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Рис. 2.30 Режим выбранного иона (SIM, m/z 267) ВЭЖХ-МС амидов 2.58, полученных действием 
на соединение 2.57 (а) избытков аммиака (б), HO(CH2)4NH2 (в), изопропиламина (г), бензиламина 
(д), пирролидина (е), н-пентиламина (ж) и н-дециламина (з) (по 4 пмоль амида в каждом образце). 

Также были протестированы смеси амидов в различных соотношениях (рис 2.31). 

Соотношение концентраций 3:1 и 10:1 четко коррелирует с соотношением площадей 

пиков хроматомасс-спектра. Но эта корреляция ухудшается при переходе к соотношению 

концентраций соединений 100:1, поэтому мы не рекомендуем при количественном 

анализе аминов предлагаемым методом использовать концентрацию внутреннего 

стандарта более чем на порядок отличающуюся от концентрации аналита.  
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Рис. 2.31 Режим выбранного иона (SIM, m/z 267) ВЭЖХ-МС амидов 2.58, R = (CH2)4OH и R = н-
C3H7, соотношение 3:1 (a); R = (CH2)4OH and R = н-C4H9, соотношение 10:1 (б), соотношение 100:1 
(в). 
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Стоит отметить, что время удерживания амидов 2.58 коррелирует с липофильностью 

соответствующих аминов. Для гидрофильных аминов (аммиак, 4-аминобутанол) время 

удерживания гораздо меньше, чем для липофильных (н-дециламин). 

Для количественной оценки содержания аминов в смеси мы предлагаем следующий 

подход: избыток масс-спектрометрической метки обрабатывается смесью аминов (в 

нашем случае - пирролидином с н-пентиламином), а затем оставшийся активированный 

эфир «гасится» 4-аминобутанолом, в качестве внутреннего стандарта используется амид 

2.58, полученный из н-дециламина. 
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Рис. 2.32 Профиль ВЭЖХ-МС дериватизированной МС-меткой 2.57 (1.5·10-6 M) смеси 
пирролидина и н-пентиламина. После дериватизации к реакционной смеси был добавлен 4-
аминобутанол. Проба 2 мкл. Рассчитанные концентрации пирролидина и н-пентиламина 
соответственно: 3·10-7 M и 2·10-7 M (а, б); 3·10-7 M и 1·10-7 M (в); 3·10-7 M и 5·10-8 M (г); 8·10-8 M и 
2·10-8 M (д); н-дециламид 2.58 (1·10-7 M) был добавлен как внутренний стандарт в экспериментах 
(б)-(д). 
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На профиле ВЭЖХ-МС (рис. 2.32) видны пики производных 2.58 – 4-

гидроксибутиламида (3.4 мин), пирролидиламида (4.6 мин), н-пентиламида (4.9 мин) и н-

дециламид (7.8 мин), последний, благодаря высокой липофильности, является удобным 

внутренним стандартом. Улучшая технологии пробоподготовки и удаления избытка масс-

спектрометрической метки (например, используя специальные аминосодерждащие 

полимеры) можно улучшить возможности предлагаемого метода. 

Итак, мы синтезировали представительный набор замещенных 

триарилциклопропенилиевых катионов, подробно изучили их взаимодействие с широким 

кругом различных нуклеофилов и показали, что S-связанный 

трифенилциклопропенилиевый катион может быть удобной масс-спектрометрической 

меткой, поскольку он детектируется как методами (MA)LDI-МС, так и при ионизации 

электрораспылением. На примере масс-спектрометрической метки 2.57 был предложен 

простой и удобный способ детекции летучих низкомолекулярных аминов методом 

ВЭЖХ-МС с чувствительностью определения аналита до 30 амоль. 

В заключение этой раздела хотелось бы ещё раз сказать, что отщепляемые масс-

спектрометрические метки представляют собой интересный инструмент для 

высокомультиплексных исследований, а высокая чувствительность современных масс-

спектрометров позволяет использовать их даже в тех случаях, когда другие методы не 

пригодны. Основной проблемой дизайна масс-спектрометрических меток является, как 

правило, обратная зависимость между их химической стабильностью и 

региоселективностью разрыва определенных связей. Активное использование масс-

спектрометрических методов в протеомике, геномике и метаболомике дает мощный 

толчок для развития химии масс-спектрометрических меток, что наглядно 

демонстрируется постоянным появлением в научной литературе новых структур таких 

меток. 
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2.2 Неотщепляемые масс-спектрометрические метки 

Благодаря появлению методов с «мягкой» ионизацией, таких  как ионизация 

электрораспылением (ИЭР), химическая ионизация при атмосферном давлении (ХИАД) и 

масс-спектрометрия с матрично-активированной лазерной десорбцией/ионизацией 

(MALDI), значительно расширились границы масс-спектрометрического анализа 

различных классов соединений [387]. Однако и эти методы не лишены недостатков, 

главный из них - низкая эффективность ионизации (или десорбции/ионизации в случае 

MALDI) соединений, неспособных к легкому присоединению протона, катиона или 

депротонированию. Еще одна распространенная проблема – зашумленность 

низкомолекулярной области спектра в результате ионизации и последующих ионно-

молекулярных реакций растворителей (ИЭР, ХИАД) или матричных соединений 

(MALDI), что существенно осложняет детекцию и идентификацию аналитов с низкими 

молекулярными массами. 

Наиболее часто используемый подход к решению этих проблем заключается в 

применении дериватизации с введением в анализируемую молекулу связанного заряда 

или фрагмента с легко ионизирующейся группой [92, 101, 104, 113, 116, 129]. Примеры 

использования такого подхода – ковалентное присоединение к анализируемой молекуле 

аммониевых [160, 163, 217] и фосфониевых [169, 172, 211] солей, замещенных 

триарилметильных производных [202, 201], катионов цианиновых красителей [249] и 

производных полициклического ароматического углеводорода пирена [226]. Масса 

наблюдаемого иона при этом увеличивается на соответствующий введенной в результате 

дериватизации группы инкремент, а эффективность ионизации получаемого 

производного, обусловленная наличием ионогенного фрагмента, существенно выше, чем у 

исходного соединения.  

В этой связи перед нами стояла задача синтезировать и исследовать масс-

спектрометрические свойства молекулы, содержащей, во-первых, перманентный заряд, 

во-вторых, имеющую молекулярную массу, не менее нескольких  сот дальтон, а, в-

третьих, легко реагирующую с определенной функциональной группой органических 

соединений в мягких условиях, с количественным выходом и с высокой скоростью. Этим 

свойствам удовлетворяет молекула гексафторфосфата трис(2,6-диметоксифенил)метилия, 

именно её мы предлагаем в качестве удобной неотщепляемой масс-спектрометрической 

метки для детекции соединений, содержащих первичную аминогруппу. 
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2.2.1 Использование трис(2,6-диметоксифенил)метильного катиона для 
дериватизации первичной аминогруппы низкомолекулярных биорегуляторов 

Реакция нуклеофильного замещения метокси-группы, расположенной в пара-

положении бензольного кольца трис(2,4,6-триметоксифенил)метильного катиона 2.60, 

амино-группой первичных и вторичных аминов описана в работах [199, 388]. В работе 

[201] продемонстрировано её применение для дериватизации аминокислот и пептидов с 

последующим анализом методом MALDI-МС. Эти же авторы указали на возможное 

использование трис(2,6-диметоксифенил)метильного катиона 2.59 для модификации 

первичных аминов, однако данный подход так и не был развит в рамках их исследования. 

Хотя, на наш взгляд, взаимодействие этого соединения с аминами представляет гораздо 

больше интереса и перспектив для разработки метода химической модификации аналитов. 

В ходе реакций при комнатной температуре образуются тритил/акридиниевые катионы 

Q+-R (рис. 2.33): 
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Рис. 2.33 Общая схема дериватизации аминов соединениями 2.59 и 2.60 

При продолжительном нагревании реакция способна проходить и глубже, с 

элиминированием следующих метоксильных групп, но при комнатной температуре она 

останавливается на первой стадии [198, 199]. В настоящей работе мы изучили 

возможность использования этой реакции для дериватизации соединений с первичной 

амино-группой с последующей регистрацией масс-спектров MALDI (LDI) продуктов их 

химических превращений. Как было отмечено выше, реакция катиона 2.59 с аминами 
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протекает при комнатной температуре в течение нескольких минут. В модельных 

условиях, в присутствии избытка амина, протекание превращения катиона 2.59 в катион 

Q+ можно контролировать визуально по изменению цвета реакционной смеси от 

фиолетового к красному. Для дериватизации аминов в малых концентрациях, наоборот, 

используют избыток катиона 2.59. Для определения оптимальных условий 

функционализации аминов нами была изучена реакция между катионом 2.59 и н-

бутиламином. 
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В избытке амина уже при комнатной температуре в течение 10 мин в ацетонитриле 

завершается полная конверсия исходного субстрата 2.59 в единственный продукт 2.61. 

Полнота превращения легко контролируется обычной ОФ-ВЭЖХ, поскольку соединение 

2.61 поглощает свет в УФ-диапазоне (рис. 2.34). Реакция не требует каких-либо 

специальных условий. 

 
Рис. 2.34 Профиль ОФ-ВЭЖХ исходного соединения 2.59 (верхний) и реакционной смеси с 2.59 с 
н-бутиламином (нижний); условия см. эксп. часть. На врезке – спектр поглощения вещества 2.61 



90 

Структура аддукта 2.61 была подтверждена с помощью 1D и 2D ЯМР-

спектроскопии с полным отнесением сигналов в спектрах ЯМР 1H и 13C. Механизм 

образования вещества 2.61, по-видимому, включает ипсо-атаку аминогруппы в орто-

положение одного из арильных колец катиона 2.59 с последующим элиминированием 

метанола и повторным нуклеофильным замещением метокси-группы во втором кольце 

[389]. 
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Конъюгат 2.61 легко детектируется как методом MALDI-МС (рис. 2.35а), так и LDI-

МС (рис. 2.35б) 

 
Рис. 2.35 Спектр конъюгата 2.61 зарегистрированный методом MALDI-МС (а), LDI-МС (б). 

В сильнощелочной среде окрашенный катион 2.61 способен присоединять 

гидроксид-анион и переходить в бесцветный тританол. Для оценки стабильности 

карбокатионов принято использовать величину pKR+, физический смысл которой,  по 

определению, это  величина pH, при которой концентрации катионной (окрашенной) 

формы и неокрашенной равны [390–393]. Концентрации R+ (окрашенной формы) и ROH 

(неокрашенной) определяют, как правило, спектрофотометрически, а затем вычисляют 

величину pKR+ 

ROH + 2H+ ↔ R+ + H3O+ 

pKR
+ = HR + lg([R+]/[ROH]) 

HR – функция кислотности растворителя 
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Для соединения 2.61 экспериментальная оценка дает значение pKR+ ≈ 18, что 

свидетельствует об исключительно высокой стабильности катиона: даже в 

слабощелочных условиях доля катионной формы составляет практически 100%. 

  

А)

 

Б)

 

 

В)

 

Рис. 2.36 Рассчитанные методом PM31 А) конфигурация НСМО–орбитали исходного 
гексаметокситрильного карбокатиона; Б) 3-D структура катиона Q+-Et; атомы углерода показаны 
желтым цветом, атомы кислорода – красным, азота – розовым, водорода – бирюзовым; В) 
конфигурация НСМО–орбитали катиона Q+-Et 

                                                           
1 Автор выражает благодарность Е.Е. Быкову за помощь в проведении расчетов. 
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Как показывает квантово-химический расчет полуэмпирическим методом PM3, для 

катиона 2.59 характерна структура пропеллерного типа (рис. 2.36 А). На примере катиона 

Q+-Et рассчитана геометрическая конфигурация, которая характеризуется высокой 

симметрией и ярко выраженным выведением диметоксифенильной группы в плоскость, 

ортогональную акридиновому фрагменту (рис. 2.36 Б). 

Также была проведена оценка формальных зарядов: они составили 0.324 на C-атоме 

и 0.300 на N-атоме центрального кольца акридинового фрагмента. С этим распределением 

зарядов совпадает и рассчитанная плотность НСМО орбитали на тех же атомах (рис. 2.36 

В). Таким образом, локализация положительного заряда выше на центральном атоме 

углерода, и резонансная структура 2.61а более соответствует строению веществ типа Q+-

R. 
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Для установления границ применимости данного метода были проведены 

эксперименты с различными первичными аминами (табл. 2.3): гидрофильными и 

гидрофобными, содержащими гетероциклический фрагмент, стерически затрудненными, 

ароматическими и биологически-активными аминами. 

Таблица 2.3 Изученные аналиты и продукты их дериватизации, массовые числа (Да) и 
относительные интенсивности пиков, соответствующих продуктов дериватизации 

№ 
образовав

шегося 
катиона 

Амин 
Продукт дериватизации, 

Q+-R m/z (RA, 
%) 

2.61 н-бутиламин Q  432 (100) 

2.62 н-пропиламин Q  418 (100) 

2.63 2-фенилэтиламин Q
Ph

 480 (100) 

2.64 3-фенилпропиламин Q Ph  494 (100) 

2.65 4-фенилбутиламин Q
Ph

 508 100) 

2.66 2-диметиламиноэтиламин 
Q

N
 

447 (100) 
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2.67 3-хлорбензиламин Q
Cl

 
500 (100) 

2.68 2-фторбензиламин Q

F  
484 (100) 

2.69 1,5-пентандиамин* 
Q NH2  461 (100) 

2.70 анилин Q Ph  452 (100) 

2.71 3-метоксибензиламин Q
OMe

 
496 (100) 

2.72 2-(трифторметил)бензиламин 
Q

F3C  
534 (100) 

2.73 1-(2-аминоэтил)-имидазол 
Q

N N
 

470 (100) 

2.74 фурфуриламин Q O

 
456 (100) 

2.75 тетрагидрофурфуриламин Q O

 
460 (100) 

2.76 изоамиламин 
Q  

446 (100) 

2.77 метиловый эфир цистеина 
Q SH

CO2H  
508 (68) 

2.78 гомоцистеинтиолактон 
Q

SO

 
476 (29) 

2.79 лизин 
NH2

COOH
Q

 
491 (21) 

2.80 трет-бутиламин 
Q  

432 (18) 

2.81 н-гексадециламин 
Q

 

600 (100) 

2.82 1-адамантиламин 
Q  

510 (100) 
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2.83 серотонин 
Q

N
H

OH

 

535 (100) 

2.84 цистамин* 
Q

S
S

NH2
 

511 (100) 

2.85 1,8-диамино-3,6-
диоксаоктан* 

Q O
O

NH2  
507 (100) 

2.86 О-бензилсеротонин 
Q

N
H

OBn

 

625 (100) 

2.87 амид глицилфениланина Q
O

H
N CONH2

Ph  

580 (100) 

2.89 норадреналин Q
OH

OH

OH

 

528 (100) 

2.90 дециламин 
Q

 

516 (100) 

2.91 О-бензилгидроксиламин 
Q O

 

482 (59) 

2.92 2-аминогептан 
Q  

474 (100) 

2.93 циклооктиламин Q

 

486 (100) 

2.94 димиристоилфосфатидил-
этаноламин (ДМФЭ) 

Q O
P

O O

OHO

O

O
O

 

994 (100) 

2.95 дифетанилфосфатидил-
этаноламин (ДФФЭ) 

Q O
P

O O

OHO

O

 

1162 (88) 

* Реакция проводилась в избытке амина; в масс-спектрах присутствовали пики ионов 
только продукта дериватизации по одной аминогруппе 
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Во всех случаях масс-спектры (MA)LDI продуктов дериватизации содержали 

интенсивные пики соответствующих катионов Q+-R. Амины, содержащие аминогруппу 

при первичном атоме углерода, практически количественно превращаются  в конечные 

продукты. Например, при взаимодействии катиона 2.59 с двукратным мольным избытком 

н-пропиламина или н-бутиламина уже через 30 мин в масс-спектрах обнаруживаются 

только ионы продуктов дериватизации Q+-R, в то время как пик исходного катиона 2.59 

полностью исчезает. В случае стерически затрудненных и низконуклефильных аминов 

реакция за 30 мин полностью не проходит, а наблюдаемые интенсивности пиков 

продуктов дериватизации заметно ниже. Так, при взаимодействии катиона 2.59 с 

избытком 1-адамантиламина образуется аддукт 2.82 (рис. 2.37, m/z 510), однако 

интенсивность соответствующего пика иона существенно меньше, чем для исходного 

катиона 2.59 (рис. 2.37, m/z 423), что однозначно свидетельствует о неполной конверсии 

дериватизирующего агента 2.59. 

 
Рис. 2.37 Масс-спектр MALDI реакционной смеси, содержащей катион 2.59 и двукратное мольное 
количество 1-адамантиламина через 30 мин после начала реакции. 

Также необходимо отметить, что масс-спектры продуктов дериватизации бис-

аминов 2.69, 2.84, 2.85 и лизина 2.79 содержали пики ионов, соответствующих  продуктам 

реакции только по одной функциональной амино-группе, независимо от того, 

проводилась ли реакция с избытком амина или катиона 2.59. Наблюдаемый эффект, 

видимо, связан с малой вероятностью регистрации двух- и более зарядных ионов в 

условиях MALDI-МС. В случае лизина дериватизация, предположительно, с большей 

вероятностью проходит по амино-группе в боковой цепи, однако дополнительных 

исследований по определению состава продуктов дериватизации этого соединения не 

проводилось. 
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Другой важной особенностью предлагаемого подхода является не только 

потенциальное выведение сигнала аналита из области матричных шумов в результате 

введения в низкомолекулярное соединение фрагмента с достаточно большим 

инкрементом массы (359 Да), но и увеличение эффективности десорбции/ионизации 

изучаемых соединений в результате образования производного с фиксированным зарядом. 

Установление предела обнаружения (без концентрирования и пробоподготовки) 

реакционноспособных аминов было выполнено на примере взаимодействия катиона 2.59 с 

н-пропиламином (продукт дериватизации 2.62). При больших концентрациях н-

пропиламин находится в избытке по отношению к агенту для дериватизации, и в масс-

спектре наблюдается исключительно ион продукта дериватизации (2.62) (рис. 2.38а). 
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Рис. 2.38 Масс-спектры MALDI (а) и LDI (б) продукта дериватизации соединения 2.62 (а), 
сравнение интенсивности соответствующего пика иона при различных концентрациях растворов 
продуктов дериватизации этого соединения в условиях MALDI (в). 

Оказалось, что указанный ион достоверно (S/N>3) обнаруживается до 

концентрации 50 нМ (рис. 2.38б); при этом объем анализируемой пробы составляет 

0.5 мкл, т.е. предел обнаружения вещества 2.62 на мишени составляет 25 фмоль. 

Поскольку концентрирование аминов экстракционными методами является достаточно 

простой задачей, очевидно, что в этом случае обнаруживаемые концентрации аминов 

можно уменьшить еще на несколько порядков. 
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Поскольку продукты дериватизации поглощают УФ-излучение в области длины 

волны используемого для ионизации лазера (337 нм), возможна регистрациях их масс-

спектров в режиме лазерной десорбции/ионизации при отсутствии матрицы (рис. 2.38в). 

Это свойство дополнительно расширяет диапазон возможностей метода. 

Мы нашли, что предлагаемый способ дериватизации пригоден также и для O-

замещенных гидроксиламинов. Взаимодействием соли 2.59 с O-бензилгидроксиламином 

получен предполагаемый продукт дериватизации Q+-OCH2Ph (2.91) (рис. 2.39, m/z 482). 

При этом, однако, зарегистрирован и катион Q+-H (m/z 376), образование которого, 

видимо, объясняется легкостью разрыва связи N–O. 
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Рис. 2.39 Масс-спектр MALDI продукта дериватизации О-бензилгидроксиламина 2.91.  

Также интересной является идея одновременного использования меток 2.59 и 2.60 

для дифференциации изомерных вторичных и первичных аминов. Как было сказано в 

начале настоящей главы, трис(2,4,6-триметоксифенил)метилиевый катион 2.60 реагирует 

и с первичными и с вторичными аминами, а трис(2,6-диметоксифенил)метилиевый 2.59 – 

только с первичными (рис. 2.33). Растворы, содержащие диметиламин и н-пропиламин, 

были обработаны избытком реагентов 2.59 и 2.60. Как видно на рисунке 2.40а в случае 

дериватизации реагентом 2.59 в масс-спектре видны пики только модифицированного н-

пропиламина (m/z 418) и избытка реагента 2.59 (m/z 423), а в случае использования 
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реагента 2.60 видим (рис. 2.40 б) как пики модифицированных н-пропиламина (m/z 540), 

диметиламина (m/z 526) так и избыток катиона 2.60 (m/z 513).  

 
Рис. 2.40 Спектры MALDI-МС реакционной смеси а) избытка реагента 2.59 с раствором 
диметиламина и н-пропиламина, (б) избытка реагента 2.60 с раствором диметиламина и н-
пропиламина (матрица – синапиновая кислота). 

2.2.2 Использование трис(2,6-диметоксифенил)метильного катиона для 
дериватизации аминосодержащих фосфолипидов 

Фосфолипидами называют сложные липиды, содержащие в своем составе помимо 

фрагмента глицерина и жирных кислот, также остаток фосфорной кислоты и соединенную 

с ним добавочную группу (этаноламин, холин, серин, инозит и др.). Фосфолипиды  служат 

важнейшим компонентом клеточных мембран и отвечают за их физические свойства 

(пластичность), а также участвуют в транспорте других липидов, жирных кислот и 

холестерина [393]. 

В рамках наших исследований особый интерес представляли 

фосфатидилэтаноламины, содержащие свободную аминогруппу. 

 
Вследствие своей амфифильной природы данный класс биомолекул в водной среде, 

в отличие от органических растворителей, образует липидный бислой, что затрудняет их 
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дериватизацию в описанных выше условиях. Однако было показано, что гексафторфосфат 

трис(2,6-диметоксифенил)метилия растворяется в органических растворителях, поэтому 

была подобрана система таких растворителей (CHCl3:MeOH = 4:1) для дериватизации 

фосфатидилэтаноламинов (табл. 2.3). Образующиеся продукты дериватизации Q+-R 2.94 и 

2.95 легко обнаруживаются в таких концентрациях, при которых сигнал исходного 

немодифицированного вещества в MALDI масс-спектре не виден вовсе (рис. 2.41). 

 

Рис. 2.41 Масс-спектр MALDI эквимолярной (1 мМ) смеси соединения димиристоил-
фосфатидилэтаноламина (ДМФЭ) и продукта его дериватизации 2.94. 

2.2.3 Использование трис(2,6-диметоксифенил)метильного катиона для 
дериватизации аминогликозидных антибиотиков 

Аминогликозиды представляют собой класс бактерицидных антибиотиков 

(преимущественно активных в отношении аэробной грамотрицательной микробиоты), 

высокоэффективных при большинстве тяжелых инфекций (туберкулез, эндокардит, 

сепсис) [394]. Действие аминогликозидов не зависит от фазы размножения 

микроорганизма, они необратимо связываются с белками 30S-субъединицы 

бактериальных рибосом, нарушая тем самым синтез белка в них. Однако, необходимость 

аэробных условий делает их применение менее эффективным в плохо снабжаемых кровью 

и омертвевших тканях. Еще одним фактором, влияющим на бактерицидную активность 

аминогликозидов, оказывается рН среды – они менее эффективны в кислой и нейтральной 

средах по сравнению со слабощелочной. Но главным недостатком этой группы лекарств 

является их высокая ото- и нефротоксичность [395, 396] по сравнению с другими 

антибиотиками, что создает необходимость постоянного контроля их содержания не 

только в биологических жидкостях, но и в продуктах питания животного происхождения. 

За несколько десятилетий использования этих антибиотиков в клинической медицине 



101 

было разработано большое число лабораторных методов детекции аминогликозидов (с 

использованием ГХ-МС, ВЭЖХ, в том числе с дериватизацией, ИФА, капиллярного 

электрофореза и т.п.), и совсем недавно вышло два достаточно подробных обзора по этой 

тематике [397, 398]. Большое число публикаций в последние годы [399–411] 

свидетельствует об актуальности проблемы и необходимости поиска удобных, простых и 

экспрессных процедур их анализа, поскольку большинство существующих оказываются 

либо трудоемкими и долгими, либо предполагают использование дорогостоящих 

реагентов. 

Молекулы аминогликозидных антибиотиков, как правило, содержат несколько 

аминогрупп (рис. 2.42). Помимо аминогрупп, непосредственно связанных с гетероциклом 

или алициклом, молекулы содержат аминогруппы, связанные с первичным атомом 

углерода (выделены красным цветом). Другой особенностью аминогликозидов является 

прозрачность их растворов в УФ-диапазоне, поскольку в этих молекулах отсутствуют 

сопряженные связи или ароматические фрагменты. Поэтому невозможен их прямой 

анализ с помощью ВЭЖХ с УФ-детектором. Обилие в молекуле гидроксильных групп и 

аминогрупп, способных образовывать водородные связи, затрудняет высвобождение 

индивидуальных молекул, что сильно снижает эффективность ионизации 

аминогликозидов в масс-спектрометрии, например, по сравнению с пептидами близкой 

массы. Кроме того, обнаружение аминогликозидов в MALDI масс-спектрометрии может 

осложняться попаданием сигналов вещества в область «шумов» матрицы. 

 
Рис. 2.42 Примеры структур аминогликозидных антибиотиков. 
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Здесь представляло интерес выяснить: можно ли применить описанный выше 

подход с дериватизацией трис(2,6-диметоксифенил)метильным катионом 2.59 для 

определения данного класса лекарственных препаратов.  

Перед тем, как перейти непосредственно к аминогликозидным антибиотикам, мы 

решили поставить модельный эксперимент с простейшим аминоуглеводом – 

аминоглюцитолом. Аминоглюцитол в свободном виде невозможно определить методом 

масс-спектрометрии MALDI из-за небольшой молекулярной массы (181 Да) и 

затрудненной ионизуемости молекулы. Путём контроля времени исчезновения пятна 

исходного аминоспирта при действии на него избытка дериватизирующего агента 

методом ТСХ было установлено, что реакция проходит за 30 мин при комнатной 

температуре, и в спектре MALDI-МС виден четкий сигнал, соответствующий ожидаемой 

массе конъюгата (рис. 2.43). 

 
Рис. 2.43 Масс-спектр MALDI конъюгата соединения 2.59 с аминоглюцитолом (матрица – 
синапиновая кислота) 

Для исследования возможности аналогичной дериватизации аминогликозидных 

антибиотиков нами были выбраны следующие препараты: канамицин, сисомин, 

паромомицин, тобрамицин (рис. 2.42). Поскольку коммерчески доступный препарат 

канамицина выпускается в форме сульфата канамицина, то образец был растворен в 

карбонатном буфере (pH 9.55). Также, как и в случае с н-бутиламином, реакция идет 

практически с полной конверсией (рис. 2.44). 
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Рис. 2.44 Профиль ВЭЖХ соединения 2.59 (верхний) и конъюгата 2.96 (2.59 с канамицином) 
(нижний).   

Особенностью строения исследуемых аминогликозидов, как уже было отмечено 

выше, является наличие нескольких аминогрупп, и модификация может проходить по 

любой из них. Однако, как показали наши эксперименты, реакция протекает гладко и дает 

один основной продукт (рис. 2.44). Последний был выделен препаративно методом ОФ-
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ВЭЖХ. Анализ двумерных 2D ЯМР-спектров соединения 2.96 показал, что дериватизация 

проходит селективно по аминогруппе первичного атома углерода (см. эксп. часть). По-

видимому, это связано с ее более высокой стерической доступностью по сравнению с 

аминогруппами, непосредственно связанными с атомами углерода шестичленных циклов 

и экранированных соседними гидроксильными группами. 

Для всех исследуемых соединений были получены спектры MALDI-МС с четким 

сигналом монодериватизированных соединений (рис. 2.45) 

 
Рис. 2.45 Спектры MALDI-МС дериватизированных антибиотиков (матрица – 2,4,6-
тригидроксиацетофенон), а) канамицин-Q+, б) сисомин-Q+, в) паромомицин-Q+, г) тобрамицин-Q+. 
Концентрация каждого конъюгата 10 мМ. 

Продукт дериватизации легко детектируется масс-спектрометрически: при 

нанесении в ячейку мишени масс-спектрометра 2×10-12 моль конъюгата 2.96 в спектре 

MALDI-МС (рис. 2.46) наблюдается соответствующий сигналу соединения  отчетливый 

пик с высоким соотношением сигнал/шум. Стоит отметить, что увеличение массы 

исследуемого вещества на 359 Да позволяет сместить сигнал в спектре в сторону бóльших 

значений, что исключает перекрывание с сигналами матрицы. 
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Рис. 2.46 Пик в масс-спектре конъюгата 2.96 при нанесении 2×10-12 моль вещества в ячейку 
мишени для масс-спектрометра (матрица – синапиновая кислота).  

Чтобы ответить на вопрос, как дериватизация влияет на чувствительность 

обнаружения канамицина в МС-MALDI, был проведен эксперимент по совместной 

детекции канамицина и продукта его дериватизации. На рисунке 2.47 представлен спектр 

MALDI-МС эквимолярной смеси немодифицированного канамицина и соединения 2.96. 

 
Рис. 2.47 Спектр MALDI-МС эквимолярной смеси соединения 2.96 (m/z 843 (s/n 301.3) и 
немодифицированного канамицина (m/z 485 (s/n 1.8) [M-H+]) (матрица – синапиновая кислота) 

Интенсивность пика тритил/акридиниевого производного настолько высокая, что 

превосходит интенсивность пика немодифицированного антибиотика не менее, чем на два 

порядка, и визуально полностью нивелирует его. При увеличении соотношения 

канамицин/канамицин-Q+ до 200:1 видно, что интенсивности сигналов становятся одного 

порядка, но интенсивность пика производного 2.96 все равно превосходит таковую для 
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немодифицированного соединения (рис. 2.48). Таким образом, Q+-дериватизация снижает 

предел обнаружения  канамицина в MALDI-МС на несколько порядков. 

 
Рис. 2.48 Спектр MALDI-МС смеси канамицина (m/z 485) [M-H+]) и конъюгата 2.96 (m/z 843) в 
соотношении концентраций 200:1 (0.01М : 0.00005 М) (наносили по 0.9 мкл каждого; матрица – 1-
циано-4-гидроксикоричная кислота) 

При обработке канамицина избытком соли 2.59 продуктом все равно остается 

соединение 2.96: реакционная способность остальных аминогрупп значительно уступает 

активности группы -CH2NH2. Это свойство было использовано для одновременной 

детекции нескольких аминогликозидных антибиотиков с помощью масс-спектрометрии. 

На смесь четырех антибиотиков действовали избытком соли 2.59 и регистрировали 

MALDI-масс-спектр образующихся аддуктов (рис. 2.49). В полученном масс-спектре 

видны сигналы аддуктов канамицин-Q+ (2.96) (m/z 843, s/n 142.8), сисомицин-Q+ (m/z 806, 

s/n 166.4), тобрамицин-Q+ (m/z 826, s/n 233.2) и паромомицин-Q+ (m/z 974, s/n 56.7). 

 
Рис. 2.49 Спектр MALDI-МС смеси модифицированных антибиотиков (матрица – синапиновая 
кислота); условия см. эксп. часть 
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Предложенный способ дериватизации аминов трис(2,6-

диметоксифенил)метилиевым  катионом с последующей регистрацией масс-спектров 

MALDI является удобным, быстрым и чувствительным методом анализа первичных 

аминов различной природы. Реакция дериватизации проходит при комнатной 

температуре, не требует специальной обработки и выделения продуктов, может протекать 

в различных средах. Метод позволяет не только выводить сигналы аналитов из области 

матричных шумов, но и увеличивать способности вещества к ионизации, и, 

следовательно, снижать порог обнаружения целевых соединений методом MALDI, а так 

же дает возможность анализа продуктов дериватизации методом LDI. 

2.2.4 Использование трис(2,6-диметоксифенил)метильного катиона для 
исследования антибиотического комплекса ИНА-5812 

Антибиотический комплекс из культуры Streptomyces roseoflavus ИНА-Ac-5812 

получен в результате сорбции на гидрофобной смоле Амберлит ХАD-2 с последующим 

фракционированием с помощью ионообменной хроматографии на DЕАЕ-сефадексе и 

обращенно-фазовой хроматографии на сорбенте С-18. Он представляет собой смесь 

нескольких компонентов пептидной природы с голубой флуоресценцией, ОФ ВЭЖХ-

анализ которой на обращенной фазе представляет значительные трудности. Выделенные с 

помощью ВЭЖХ фракции были изучены методами масс-спектрометрии и был сделан 

вывод, что одна из фракций содержит, вероятно, один компопент (масса 1845 Да). Для 

характеризации аминокислотных компонентов эта фракция была подвергнута кислотному 

гидролизу, и полученная смесь аминокислот была проанализирована. Установлено 

наличие в составе молекулы по 1 моль остатков аспарагиновой кислоты (аспарагина), 

серина, пролина, аланина, лейцина, тирозина и орнитина, 2 моль глицина и трех 

неидентифицируемых нингидрин-положительных соединений.2  

С целью дальнейшей характеризации исследуемая фракция была подвергнута 

дериватизации избытком трис(2,4,6-триметоксифенил)метильного катиона в среде вода – 

ацетонитрил. Такой метод позволяет детектировать в первую очередь амины, содержащие 

аминогруппу при первичном атоме углерода. Реакция дала один основной продукт, 

который может быть выделен с помощью ВЭЖХ. Масса полученного производного 

составила 2204.8 Да (рис. 2.50), т.е. прибавка массы составила, как и ожидалось, 359 Да. 

Предположительно, дериватизация происходит по боковой аминогруппе орнитина – 

наименее затрудненной аминогруппе у первичного атома углерода. 

                                                           
2 Эта часть исследования была проведена коллективом лаборатории химического изучения биологически 
активных соединений микробного происхождения НИИ по изысканию новых антибиотиков им. Г.Ф. Гаузе. 
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Рис. 2.50 MALDI масс-спектр аддукта ИНА-5812-2 с трис(2,4,6-триметоксифенил)метильным 
катионом. 

Как видно из эксперимента дериватизация может служить удобным инструментом 

для подтверждения наличия или отсутствия той или иной функциональной группы, также 

с помощью дериватизации можно получить дополнительную структурную информацию. 

2.2.5 Использование трис(2,6-диметоксифенил)метильного катиона и N-(2-
аминоэтил)малеимида для дериватизации тиолсодержащих соединений. 

Ещё один важный класс биологически активных органических соединений – тиолы 

[412–414], их детекция является важной проблемой в таких областях науки как биохимия, 

аналитическая химия и химия окружающей среды. В литературе описаны различные 

методы дериватизации и определения тиолов с использованием колориметрии [415], 

спектрофлуореметрии [416], флуоресцентной микроскопии [417], капиллярного 

электрофореза [418], ВЭЖХ c УФ-детектором [419] и ВЭЖХ с флуорецентным 

детектором [420–423]. Помимо этих методов, дериватизация неионогенными [424–432] и 

ионогенными [133, 216, 217, 219, 221, 222, 433–440] группами используют в различных 

масс-спектрометрических подходах для детекции тиолов. 
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Мы предлагаем простой и удобный метод дериватизации тиолов производным 

трис(2,6-диметоксифенил)карбениевого катиона для масс-спектрометрического анализа 

тиолов методами (MA)LDI, NALDI и электрораспылением. 

Дериватизирующий реагент 2.98 был приготовлен in situ путём смешивания 

эквимолярных количестве трис(2,6-диметоксифенил)карбений гексафторфосфата 2.59 и 

N-(2-аминоэтил)малеимида 2.97 в ацетонитриле в присутствии избытка триэтиламина 

(рис. 2.51). Процесс конверсии происходит количественно и катион 2.59 не детектируется 

в реакционной смеси (рис 2.52 А,В). Соединение 2.98, содержит в себе постоянный 

положительных заряд в тритил/акридиниевом фрагменте (pKR+ ~18 (см. 

экпериментальную часть)) и малеимидную функциональную группу, которая мягко 

реагирует с тиолами с образованием аддуктов M+-SR (рис. 2.51, рис 2.52 с, таблица 2.4). 
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Рис. 2.51 Синтез реагента 2.98 и ковалентная дериватизация этим реагентом тиолов. 

 
Рис. 2.52 MALDI масс-спектр соединения 2.59 (А), 2.98 (В), и 2.100 (C, R = -CH2CH2OH) (матрица 
– синапиновая кислота). 

Реакция превращения катиона 2.59 в реагент 2.98 сопровождается изменением цвета 

реакционной смеси от фиолетового до красного. Свежеприготовленный раствор 2.98 

пригоден для дериватизации тиолов по крайней мере в течение 1 недели. При длительном 

хранении в растворе малеимидная группа может разрушаться под действием воды или 

других нуклеофилов. 

Реагент 2.98 имеет молекулярную массу 499 Да, таким образом масса исследуемого 

тиола увеличивает на эту величину. Отметим, что в условиях MALDI-МС тиолы могут 

быть детектированы в различных матрицах (НАВА, синапиновая кислота, AT, IAA, 



110 

THAP, CHCA), однако наилучшие результаты достигаются при использовании 

синапиновой кислоты, НАВА и IAA в качестве матриц. Более того, предлагаемый метод 

подходит не только для различных видов лазерной десорбции/ионизации (MALDI, LDI и 

NALDI), а также успешно применен и в случае ионизации электрораспылением (рис. 

2.53). Для конъюгата 2.99 нижний предел детекции тиолов методом MALDI-МС составил 

5×10-6 моль в ячейке масс-спектрометра.  

Затем мы исследовали дериватизацию различных тиолов (табл. 2.4) для 

установления границ применимости нашего метода. 

 

 
Рис. 2.53 Спектры MALDI-МС (A), LDI-МС (B), NALDI-МС (C), электрораспыления (D) 
соединения 2.99. 

Таблица 2.4 Список тиолов и их конъюгатов использованных для MALDI-МС анализа 
(матрица – синапиновая кислота). 

# Тиол Продукт дериватизации  
(M+-SR)a 

m/z (I, %)б 

2.99 этантиол M
S

 561 (100) 

2.100 2-меркаптоэтанол M
S

OH  577 (100) 

2.101 тиогликолиевая кислота M
S CO2H

 591 (100) 

2.102 6-меркаптогексанол M
S

OH  633 (100) 

2.103 6-меркаптогексановая M
S CO2H

 647 (100) 
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кислота 

2.104 тиофенол M
S

 
609 (100) 

2.105 2-нафталинтиол M
S

 
659 (100) 

2.106 2-пиридинтиол M
S N

 
610 (100) 

2.107 трифенилметантиол M
S

 

775 (29) 

2.108 аллилтиол M
S

 573 (100) 

2.109 бензилтиол 
M

S
 

623 (100) 

2.110 4-тиометилфенилуксусная 
кислота M

S
CO2H

 
681 (100) 

2.111 трет-бутилтиол M
S

 
589 (100) 

2.112 этандитиол-1,2 M
S

SH  593 (100) 

2.113 унитиол 
M

S
SH

SO3H
 

687 (16) 

2.114 каптоприл M
S

O

N

CO2H

 
716 (100) 

2.115 N-ацетилцистеин +M
S

CO2H

NHAc

 
662 (100) 

a Структуру M+ см. рис. 2.51 
б Значения масс пиков (Дa) и относительная интенсивность пиков соответствующих ионов.  

Важно отметить, что во всех случаях MALDI масс-спектры содержали 

интенсивный пик соответствующих катионов М+-SR (рис 2.51). Примечательно, даже для 

стерически затрудненных трет-бутилтиола и низконуклеофильных тиолов (тиофенол, 2-

нафталинфенол, 2-пиридинтиол) наблюдаются интенсивные пики продуктов их 

дериватизации 2.111, 2.104, 2.105, 2.106. 

Взаимодействие с катионом 2.98 избытка трифенилметантиола ведет к 

образованию продукта 2.107, в спектре MALDI которого, помимо ожидаемого сигнала 

М+-S-CPh3 (m/z 775) присутствуют дополнительные сигналы катиона М+-SH (m/z 533) и 
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тритильного катиона Ph3C+ (m/z 243) (рис. 2.54). Во многих случаях в спектрах MALDI -

МС наблюдался пик m/z 502, мы предполагаем, что в условиях лазерной 

десорбции/ионизации происходит частичный разрыв связи C-S с образованием сукцината 

соответствующей массы. Напротив, в случае ионизации электрораспылением подобная 

фрагментация не наблюдалась.  

 
Рис. 2.54 Спектр MALDI-МС 2.107 (матрица – синапиновая кислота). М+-S-CPh3 (m/z 775), М+-SH 
(m/z 533), Ph3C+ (m/z 243 ). 

Стоит отметить, что масс-спектр MALDI продукта дериватизации бис-тиола 

(этандитиол-1,2) содержит только пик, соответствующий функционализации только по 

одной SH-группе, как в случае реакции при избытке катиона, так и при избытке тиола.  

Тиольная функциональная группа входит в структуру муколитических 

лекарственных препаратов (цистеин, N-ацетилцистеин, месна) [441], ингибиторов 

ангиотензинпревращающего фермента (АПФ) (каптоприл) [442] и хелатирующих агентов 

(димеркаптол, унитиол) [443]. Мы предприняли попытку определить некоторые 

лекарственные препараты с использованием предложенного дериватизирующего 2.98. На 

рисунке 2.55 представлены спектры дериватизированных N-ацетилцистеина (2.115), 

каптоприла (2.114) и унитиола (2.113).  
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Рис. 2.55 Спектры MALDI-МС 2.115 (A), 2.114 (B), 2.113 (C). 

Помимо исследования модификации индивидуальных тиолов, нами также были 

дериватизированы их смеси. Смесь тиофенола, 6-меркаптогексанола и 6-

меркаптогексановой кислоты была обработана избытком реагента 2.98. В масс-спектре 

(рис 2.56) мы видим сигнал каждого продукта дериватизации и избытка реагента 2.98. 

Тиольная группа очень легко окисляется и в природных соединениях зачастую 

встречается в форме дисульфида. Поскольку малеимидная группа реагирует только с SH-

группой, для анализа дисульфидов необходимо восстановить связь S-S. Мы предложили 

последовательную one pot процедуру восстановления дисульфидов с помощью Bu3P с 

последующей дериватизацией продукта восстановления масс-спектрометрической меткой 

2.98, и показали применение этой метки на примере модификации дитиогликолиевой 

кислоты. На рисунке 2.57 в масс-спектре мы видим четкий сигнал катиона Q+-SCH2CO2H 
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(m/z 591), однако в контрольном эксперименте (без стадии восстановления) масс-спектр 

содержит только сигнал реагента 2.98 (m/z 499). 

 
Рис. 2.56 Спектр MALDI-МС реакции тиофенола, 6-меркаптогесанола и 6-меркаптогесановой 
кислоты с избытком реагента 2.98 (m/z 499). М+-SPh (m/z 609), М+-S(CH2)6OH (m/z 633), М+-
S(CH2)5CO2H (m/z 647). 
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Рис. 2.57 Определение дисульфидов с помощью двухстадийной one pot реакции восстановления-
дериватизации.  

Важным преимуществом представленного подхода является не только то, что 

сигнал аналита сдвигается («уходит») из «области шумов» за счет увеличения массы на 

значительный инкремент (499 Да), но также и улучшение эффективности ионизации, 

благодаря введению в молекулу постоянного положительного заряда. Другими 

преимуществами метода служат доступность реагентов, простые экспериментальные 

процедуры и возможность проводить дериватизацию как в водных, так и в неводных 

растворах.  

2.2.6 Синтез и масс-спектрометрические свойства производных триангуленового 
катиона 

Как было сказано в начале главы, при продолжительном нагревании акридиновый 

катион последовательно циклизуется в триангуленовый. 
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Это свойство мы решили использовать для синтеза триангуленовой масс-

спектрометрической неотщепляемой метки. Несмотря на то, что акридиновая метка на 

основе трис(2,6-диметоксифенил)метилиевого катиона оказалась удобным 

дериватизирующим агентом для аминогрупп различной природы, у нее есть ряд 

недостатков. Во-первых, при работе в щелочных средах (например, в среде аммиака) 

может происходить частичная циклизация акридиниевого катиона, в результате которой 

будут образовываться побочные соединения, усложняющие идентификацию веществ в 

масс-спектре. Во-вторых, объемная структура акридиниевой группы ограничивает 

возможности ее связывая с различными участками биополимеров. Плоская и 

зациклизованная триангуленовая метка лишена этих недостатков. 

На модельном субстрате мы отработали условия реакции и выделения продукта 

циклизации [389]. 
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Несмотря на жесткие условия реакции, удалось достичь хорошего выхода продукта 

(76%). Продукт 2.116 был выделен, очищен колоночной хроматографией, а его структура 

доказана 2D ЯМР спектроскопией. В спектре MALDI-МС виден четкий сигнал 

триангуленового катиона (рис. 2.58) 

 
Рис. 2.58 Спектр MALDI-МС соединения 2.116 (матрица - α-цианокоричная кислота) 

Следующим шагом мы оценили величину pKR+ для соединения 2.116, она оказалась 

равной 14.5, против 18.1 для соединения 2.61, что указывает на то, что акридиниевый 

катион более стабилен. К такому же выводу можно прийти, если сравнить интенсивности 

сигналов в масс-спектре при их эквимолярном присутствии в смеси (рис. 2.59). 
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Рис. 2.59 Спектр MALDI-МС эквимолярной смеси (10 мМ) соединений 2.61 и 2.116 (матрица - α-
цианокоричная кислота). 

Описанные в литературе производные триангуленового катиона не отличаются 

большим разнообразием и возможностью функционализации: 

PF6
- PF6

-

N R

MeO

MeO

OMe

OMe
N R

O

O
200°C

Py*HCl

R = Alk, Ph, p-Me-C6H4-, p-Br-C6H4-  

По-видимому, жесткие условия циклизации (высокая температура и кислая среда) 

препятствуют получению функционализированных производных. Нами были 

предприняты несколько неудачных попыток получить продукты циклизации, содержащие 

гидроксидную, карбоксильную и алкиновую группы.   
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Отметим, что в случае циклизации акридиниевого субстрата, содержащего 

пропаргильный радикал (2.119), была выделена и охарактеризована соль (2.120). 
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Для решения это проблемы (введение функциональной группы в триангуленовый 

катион) нами был предложен следующий подход:  
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На первой стадии трис(2,6-диметоксифенил)метильный катион 2.59 реагирует с 4-

иоданилином. В отличие от алифатических субстратов, менее нуклеофильный 4-

иоданилин вступает в реакцию только при 140ºС, а затем полученное акридиниевое 

производное 2.121 циклизуется в иодсодержащий триангуленовый субстрат 2.122. 

Наличие в структуре 2.122 атома иода в ароматическом кольце открывает 

возможности проведения реакций кросс-сочетания. Мы продемонстрировали возможность 

проведения палладий-катилизируемой реакции Соногаширы с участием субстрата 2.122: 
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Полученная кислота 2.123 после превращения в активированный 

пентафторфениловый эфир может реагировать с аминами: 
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Соединение 2.125 было выделено и охарактеризовано, его структура доказана с 

помощью 1H, 13С, 19F ЯМР-спектроскопии и 2D ЯМР корреляций (см. экперимент. часть). 

(3R)-4-амино-2,2-диметилбутан-1,3-диол3 2.124 выбран не случайно – он служит удобной 

моделью дезоксирибозы, и его производные могут быть использованы в синтезе 

олигонуклеотидов,  содержащих одновременно УФ- и масс-спектрометрическую метку.  

Неотщепляемые масс-спектрометрические метки получили широкое 

распространение в масс-спектрометрическом анализе благодаря простоте и удобству 

использования. Дериватизация в некоторых случаях значительно повышает 

чувствительность анализа и заметно упрощает задачу интерпретации масс-спектров. 

Представленный нами подход модификации различных соединений с использованием 

трис-(2,6-диметоксифенил)карбениевого катиона и его производных не ограничивается 

описанным кругом амино- и тиолсодержащих соединений. Он имеет большой потенциал 

для дериватизации и по другим функциональными группам с использованием 

соответствующих линкеров. 

                                                           
3 Вещество синтезировано и любезно предоставлено И.О. Апариным. 
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Экспериментальная часть 

В работе использовали коммерческие реагенты: дисукцинимидил карбонат, 

пропаргиламин, азид натрия, иодид меди (I), ТБТА, ПАМАМ, N-оксисукцинимидный 

эфир 6-(11,12-дидегидродибензо[b,f]азоцин-5(6H)-ил)-6-оксогексановой кислоты, трет-

бутиловый эфир гекс-5-иновой кислоты, трихлорэтилен, трихлоруксусная кислота, 

пентагидрат сульфата меди (II), диизопропилэтиламин, 4-иодфенол, карбонат калия, 

метил иодид, триметилсилилацетилен, фенилацетилен, дифенилацетилен (толан), 1,4-

дииодбензол, периодат натрия, иод, метиловый эфир 4-иодбензойной кислоты, 1,2,4,5-

тетраметилбензол, периодная кислота дигидрат, трихлоруксусная кислота, 1,2-

диметоксиэтан, анизол, бензилиден хлорид, трет-бутилат калия, оксалил хлорид, 1,3-

диметоксибензол, 1,3,5-триметоксибензол, морфолин, ацетилацетон, этил цианоацетат, 

ДБУ (DBU), 2,2,6-триметил-4Н-1,3-диоксин-4-он, анилин, этаноламин, ацетат натрия, 

тиофенол, дисульфид углерода, тиомочевина, н-бутиламин, бензиламин, 4-аминобутанол, 

малононитрил, диэтилкарбонат, О-бензилгидроксиламина гидрохлорид, 4-иоданилин, 

пентафторфенол, дициклогексилкарбодиимид, уксусная кислота, триэтиламин 

(приобретались у фирм Aldrich, Fluka, Lancaster и Avocado); аминогликозидные 

антибиотики канамицин (ОАО «Биохимик», г. Саранск, Россия), сисомицин, тобрамицин, 

паромомицин (Минхимпром СССР). 

В работе использовали следующие растворители: диметилсульфоксид, ацетонитрил 

(Panreac), остальные растворители – (Химмед и ЭКОС-1) квалификации "х.ч." (гексан, 

метанол, дихлорметан, этилацетат, хлороформ, этанол, пропанол-2) и "о.с.ч." (толуол, 

ацетон, бензол, диэтиловый эфир, 2,6-диметилпиридин). Дихлорметан очищали 

перегонкой над гидридом кальция, ДМФА очищали перегонкой над гидридом кальция в 

вакууме и хранили над молекулярными ситами 3Å. 

За ходом реакций следили с помощью ТСХ на пластинках Kieselgel 60 F254 (Merck); 

пятна визуализировали в УФ-свете при 254 нм. Для колоночной хроматографии 

использовали силикагель Kieselgel 60 (Merck), размер – частиц 40–63 мкм. Растворы 

упаривали на роторном испарителе в вакууме водоструйного насоса при температуре бани 

30–50°С. 

Спектры ЯМР (δ м.д.,  J Гц) регистрировали при 500 МГц (1H), 125 МГц (13C) на 

спектрометре Bruker AC-500. Спектры калиброваны по остаточным сигналам протонов 

растворителя: DMSO-d6 (2.50 м.д. для 1H и 39.7 м.д. для 13C), CDCl3 (7.25 м.д. для 1H и 

77.0 м.д. для 13C), CD3СN (1.94 м.д. для 1H и 1.32 м.д. для 13C), D2O (4.79 м.д. для 1H) и 
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CD3NO2 (4.33 м.д. для 1H и 62.8 м.д. для 13C). Химические сдвиги приведены относительно 

SiMe4 (1H и 13C). Температуры плавления определены на нагревательном столике Boetius. 

Для ВЭЖХ использовали хроматограф Agilent 1100 с мультиволновым детектором на 

основе диодной матрицы на обращенно-фазовой колонке Symmetry C8, Waters в следующих 

условиях: скорость потока 1мл/мин, градиент ацетонитрила – от 50% до 70% за 20 мин, от 

70% до 98% за 10 мин. 

Масс-спектрометрический анализ всех полученных соединений осуществляли с 

использованием времяпролетного МАLDI масс-спектрометра Ultraflex TOF/TOF (Bruker 

Daltonics, Germany). В качестве матрицы использовали растворы синапиновой кислоты, α-

цианокоричной кислоты, 2,4,6-тригидроксиацетофенона. (20 мг/мл, 50% ацетонитрил в 

0,1% ТФУ). Образец на стальную 384-точечную масс-спектрометрическую мишень (MTP 

384 target plate ground steel TF производства Bruker Daltonics, Германия) наносили 

методом высушенной капли (1 мкл раствора анализируемого вещества смешивали на 

масс-спектрометрической мишени с 1 мкл раствора матрицы и высушивали на воздухе). 

Десорбцию образцов осуществляли иррадиацией азотным лазером (длина волны 337 нм), 

работающим при частоте 50 Гц. Регистрацию положительно заряженных ионов проводили 

в отражательном режиме в соответствующем диапазоне масс. Для калибровки масс-

спектрометра использовали калибровочные смеси, содержащие пептиды. Для проведения 

дериватизации, растворения аналитов и матричных соединений использовали 

ацетонитрил (HPLC-grade, J.T. Baker), метанол (HPLCgrade, Merck), хлороформ (HPLC-

grade, Merck), ультрачистую воду типа I, полученную с использованием системы Milli-Q 

(Millipore). Анализ полученных масс-спектрометрических данных проводили с 

использованием программного пакета FlexAnalyses 3.0 (Bruker Daltonics, Германия) и 

mMass (Open Source Mass Spectrometry Tool). 

Спектры поглощения регистрировали на спектрофотометре Cary 100 (Agilent). 

Расчёты структур участников модельного механизма превращений проводились 

посредством программного пакета Gaussian-09 [454] полуэмпирическим методом PM3 с 

полной оптимизацией геометрических параметров молекул реагентов и продуктов. 

Последующее вычисление частот нормальных колебаний по стандартной процедуре 

пакета Gaussian-09 показало, что рассчитанные структуры отвечают критериям 

стационарной точки (минимумы и седловые точки ППЭ). Визуализация результатов 

расчётов проводилась при помощи программы ChemCraft [455]. 
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Общая методика синтеза триарилметилтиогексанолов 

Триарилметанол (5.6 ммоль) растворили в ДХМ (15 мл), к полученному раствору 

добавили 6-меркаптогексанол (6.24 ммоль, 1.1 экв.) и уксусную кислоту (1.5 мл). После 

перемешивания при комнатной температуре в течение 3 дней (ход реакции 

контролировали методом ТСХ) к реакционной смеси добавили ДХМ (10 мл) и 

последовательно промыли водой (25 мл), насыщенным раствором NaHCO3 (25 мл), водой 

(25 мл). Органический слой отделили, высушили над Na2SO4 и упарили. Остаток очистили 

методом колоночной хроматографии на силикагеле. 

O

OH
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6-[(4-Метоксифенил)-бис-фенил-метилтио]гексанол (2.1). 

Выход 57 % (Rf = 0.4, ТСХ в системе PhMe:EtOAc=4:1 + 1% Et3N), светло-желтое масло. 

Система для хроматографирования PhMe:EtOAc с градиентом от 10:1 до 3:1 + 1% Et3N. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.13 (м, 4Н), 1.29 (м, 4Н), 2.07 (т, 2Н, J = 7.3 Гц, SCH2), 3.31 (м, 2Н), 

3.72 (с, 3Н, -OCH3), 4.27 (т, 1Н, J = 5.1 Гц, -ОН), 6.87 (д, 2Н, J = 8.80 Гц), 7.13–7.26 (м, 4Н), 

7.26–7.39 (м, 8Н). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 24.95, 28.09, 28.22, 31.28, 32.22, 55.00, 60.52, 65.46, 113.16, 126.45, 

127.83, 128.94, 130.25, 136.40, 144.91, 157.61. 
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6-[(Фенил-бис-[4-метоксифенил])метилтио]гексанол (2.1′). 

Выход 81 % (Rf = 0.4, ТСХ в системе PhMe:EtOAc=4:1 + 1% Et3N), светло-желтое масло. 

Система для хроматографирования PhMe:EtOAc с градиентом от 20:1 до 5:1 + 1% Et3N. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.14 (м, 4Н), 1.29 (м, 4Н), 2.07 (т, 2Н, J = 7.3 Гц, SCH2), 3.31 (м, 2Н), 

3.72 (с, 6Н, -OCH3), 4.28 (т, 1Н, J = 5.1 Гц, -OH), 6.86 (д, 4Н, J = 8.8 Гц), 7.18 (м, 5Н), 7.29 

(м, 4Н). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 24.98, 28.13, 28.25, 31.32, 32.23, 54.99, 60.54, 64.98, 113.12, 126.38, 

127.81, 128.84, 130.17, 136.78, 145.29, 157.56. 
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6-[(Трис-4-метоксифенил)метилтио]гексанол (2.1′′). 

Выход 66 % (Rf = 0.4, ТСХ в системе PhMe:EtOAc=6:1 + 1% Et3N), светло-желтое масло. 

Система для хроматографирования н-С6Н14:EtOAc с градиентом от 3:2 до 1:1 + 1% Et3N. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.14 (м, 4Н), 1.29 (м, 4Н), 2.08 (т, 2Н, J = 7.3 Гц, SCH2), 3.31 (м, 2Н), 

3.72 (с, 9Н, -OCH3), 4.27 (т, 1Н, J = 5.1 Гц, -OH), 6.85 (д, 6Н, J = 8.8 Гц), 7.18 (д, 6Н, J = 8.8 

Гц). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 25.00, 28.18, 28.26, 31.37, 32.23, 54.99, 60.55, 64.51, 113.08, 130.06, 

137.18, 157.51. 
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4,4′-Диметокси-3-(5-трет-бутоксикарбонилпент-1-инил)бензофенон (2.4) [202]. 

4,4′-Диметокси-3-иодобензофенон (5.00 г, 13 ммоль), трет-бутилгекс-5-иноат (3 г, 17 

ммоль), Pd(PPh3)4 (10 моль%, 1.57 г), CuI (20 моль%, 500 мг) и Et3N (10 мл) добавили к 

ДМФА (50 мл) в интерной атмосфере. Смесь выдерживали в течение 10 ч в атмосфере 

аргона при комнатной температуре. За ходом реакции следили методом ТСХ в системе 

PhMe:EtOAc = 5:1 (Rf 0.55). Растворитель удалили при пониженном давлении. К сухому 

остатку добавили 250 мл этилацетата и 250 мл воды. Органический слой последовательно 

промыли 250 мл насыщенного водного раствора Na2H2EDTA и 250 мл насыщенного 

водного раствора NaCl. Органический слой высушили над Na2SO4 и упарили. Остаток 

хроматографировали на силикагеле в системе PhMe:EtOAc = 10:1. Выход 5.18 г (94%), 

коричневое масло. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.39 (с, 9H, t-Bu), 1.65–1.81 (м, 2H, CH2CH2CH2), 2.34–2.41 (м, 2H, 

CH2), 2.42–2.50 (м, 2H, CH2), 3.85 (с, 3H, -OCH3), 3.91 (с, 3H, -OCH3), 7.04–7.11 (м, 2H, 

CHAr), 7.17 (д, 1H, J = 8.8 Гц), 7.63–7.74 (м, 4H). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 18.2, 23.7, 27.7, 33.6, 54.9, 55.5, 56.0, 76.6, 79.6, 94.4, 110.9, 112.1, 

113.8, 129.7, 129.8, 131.4, 131.8, 134.3, 162.5, 162.7, 171.8, 192.6. 
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4,4′-Диметокси-3-(5-трет-бутоксикарбонилпентил)бензофенон (2.5) [202]. 

4,4′-Диметокси-3-(5-трет-бутоксикарбонилпент-1-инил)бензофенон (3 г, 7.3 ммоль) 

растворили в EtOAc (120 мл). Затем к полученному раствору добавили 0.5 г Pd/C (10%) и 

смесь перемешивали в течение 6 суток в атмосфере водорода. За ходом реакции следили 

методом ТСХ в системе PhMe:EtOAc = 7:1 (Rf 0.7). Pd/C отфильтровали, растворитель 

упарили при пониженному давлении. Остаток очищали на силикагеле (PhMe:EtOAc = 

10:1). Получили 2.3 г (75%) белого твердого вещества. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.22–1.32 (м, 2H), 1.35 (3с, 9H, t-Bu), 1.43–1.60 (м, 4H), 2.58 (т, 2H, J = 

7.4 Гц), 2.42–2.50 (м, 2H), 3.85 (с, 3H, -OСН3), 3.87 (с, 3H, -OСН3), 7.04–7.11 (м, 3H), 7.50–

7.61 (м, 2H), 7.66–7.74 (м, 2H). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 24.4, 27.6, 27.7, 28.1, 28.7, 29.2, 34.6, 55.4, 55.7, 79.3, 110.1, 113.7, 

129.6, 129.9, 130.0, 130.1, 131.0, 131.7, 160.4, 162.4, 172.2, 193.3. 
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4,4′,4′′-Триметокси-3-(5-трет-бутоксикарбонилпентил)тританол (2.6) [202]. 

4-Анизилмагний бромид (1.25 M в ТГФ, 7 мл) растворили в абс. ТГФ (20 мл), затем при 

0°C к этому раствору добавили по каплям раствор 4,4′-диметокси-3-(5-трет-

бутилоксикарбонилпентил)бензофенона (1.64 г, 4 ммоль) в ТГФ (15 мл). После 

перемешивания в течение ночи при комнатной температуре к реакционной смеси добавли 

10% водный раствор NH4Cl (100 мл) и EtOAc (100 мл). Органический слой отделили, 

промыли насыщенным раствором NaCl (2×100 мл), высушили над Na2SO4 и упарили при 

пониженном давлении. Полученный продукт был очищен методом колоночной 

хроматографии на силикагеле в системе PhMe:EtOAc 5:1 + 1%Et3N (Rf 0.4). Получили 1.7 г 

(82%) светло-желтого масла. 
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ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.13–1.29 (м, 2H), 1.37 (с, 9H, t-Bu), 1.39–1.53 (м, 4H), 2.12 (т, 2H, J = 

7.3 Гц, CH2), 2.40–2.49 (м, 2H), 3.72 (с, 6H, -OСН3), 3.74 (с, 3H, -OCH3), 6.02 (с, 1H, OH), 

6.77–6.92 (м, 6H), 6.95–7.02 (м, 1H), 7.03–7.12 (м, 4H). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 24.4, 27.7, 28.0, 28.9, 29.5, 34.7, 54.9, 55.2, 79.2, 79.6, 109.3, 112.6, 

126.3, 128.6, 128.8, 129.2, 140.0, 140.6, 155.5, 157.7, 172.2. 
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6-[(3-(5-трет-Бутоксикарбонилпентил)-4-метоксифенил)-бис-(4-метоксифенил)-

метилтио]гексанол (2.7). 

К раствору 4,4′,4′′-триметокси-3-(5-трет-бутоксикарбонилпентил)тританола (1.46 г; 

2.8 ммоль) и 6-меркаптогексанола (413 мг, 3.1 ммоль) в сухом ДХМ (30 мл) при 

перемешивании добавили ледяную уксусную кислоту (3 мл). Смесь перемешивали при 

комнатной температуре в течение ночи, ход реакции контролировали методом ТСХ 

(PhMe:EtOAc, 7:1 + 1% NEt3). Затем к реационной смеси добавли ДХМ (100 мл) и 

полученный раствор промыли насыщенным водным раствором NaHCO3 (3×100 мл), 

органический слой высушили над Na2SO4, растворитель удалили при пониженном 

давлении. Остаток очистили методом колоночной хроматографии на силикагеле в системе 

(PhMe:EtOAc, 10:1 + 1% NEt3). Получили 1.41 g (80%) желтого масла. Rf = 0.26 

(PhMe:EtOAc, 7:1 + 1% NEt3). 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.06–1.23 (м, 6H), 1.24–1.34 (м, 4H), 1.35 (с, 9H, t-Bu), 1.39–1.48 (м, 

4Н), 2.01–2.15 (м, 4H), 2.41–2.49 (м, 2H), 3.28–3.35 (м, 2H), 3.73 (с, 6H, -OСН3), 3.75 (с, 3H, 

-OСН3), 4.24–4.30 (м, 1H, OH), 6.78–6.88 (м, 5H), 6.96–7.10 (м, 2H), 7.13–7.28 (м, 4H). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 24.3, 25.0, 27.7, 27.9, 28.2, 28.3, 28.7, 29.4, 31.4, 32.2, 34.6, 54.9, 55.2, 

60.5, 79.1, 79.2, 109.6, 113.0, 127.5, 128.8, 130.0, 130.5, 136.5, 137.3, 155.3, 157.4, 172.1. 
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6-[(3-(5-трет-Бутоксикарбонилпентил)-4-метоксифенил)-бис-(4-метоксифенил)-

метилтио]гексилазид (2.8). 

6-[(3-(5-трет-Бутоксикарбонилпентил)-4-метоксифенил)-бис-(4-метоксифенил)метил-

тио]гексанол (1.30 г, 2.0 ммоль) при перемешивании растворили в сухом ДХМ (20 мл) и 

последовательно добавили метансульфохлорид (467 мг; 4.0 ммоль) и триэтиламин (263 мг; 

2.6 ммоль). Ход реакции контролировали методом ТСХ (PhMe:EtOAc, 7:1 + 1% NEt3). 

После завершения реакции (к реакционной смеси добавили ДХМ (80 мл) и промыли 

насыщенным водным раствором NaCl (2×100 мл) и водой (2×100 мл). Органический слой 

высушили над Na2SO4 и удалили растворитель при пониженном давлении. Полученный 

мезилат растворили в ДМСО (15 мл) и добавили NaN3 (650 мг, 10.0 ммоль). Ход реакции 

контролировали методом ТСХ (PhMe:EtOAc, 7:1 + 1% NEt3).  После конверсии мезилата к 

реакционной смеси добавили EtOAc (100 мл) и промыли водой (4×75 мл). Органический 

слой высушили над Na2SO4 и удалили растворитель при пониженном давлении. Остаток 

очистили методом колоночной хроматографии на силикагеле в системе (PhMe:EtOAc, 15:1 

+ 1% NEt3). Получили 1.1 г (90%) желтого масла. Rf = 0.85 (PhMe:EtOAc, 10:1 + 1% NEt3). 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.09–1.34 (м, 8H), 1.37 (3с, 9H, t-Bu), 1.39–1.51 (м, 6H), 2.04–2.16 (м, 

4H), 2.41–2.49 (м, 2H), 3.24 (т, 2H, J = 6.8 Гц), 3.73 (с, 6H, -OCH3), 3.75 (с, 3H, -OCH3), 

6.80–6.90 (м, 5H), 6.96–7.10 (м, 2H), 7.14–7.27 (м, 4H). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 24.4, 25.6, 25.6, 27.2, 27.7, 27.8, 27.9, 27.9, 28.0, 28.3, 28.8, 29.4, 31.2, 

34.6, 50.5, 54.9, 55.2, 79.2, 109.6, 113.0, 127.5, 128.9, 130.0, 130.5, 136.5, 137.3, 155.3, 157.5, 

172.1 
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6-[(3-(5-Карбоксипентил)-4-метоксифенил)-бис-(4-метоксифенил)метилтио]гексил-

азид (2.9) 

К раствору 6-[(3-(5-трет-бутоксикарбонилпентил)-4-метоксифенил)-бис-(4- 

метоксифенил)метилтио]гексилазида (1.1 г, 1.8 ммоль) в ДМСО (25 мл) при 

перемешивании добавили раствор тетрабутиламмоний гидроксида (40% aq., 20 мл). Ход 

реакции контролировали методом ТСХ (PhMe:EtOAc, 7:1 + 1% NEt3). После конверсии 
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исходного реагента (исчезновения исходного соединения) к реакционной смеси добавили 

лимонную кислоту (примерно 10 мл насыщенного раствора), в результате образовалась 

белая эмульсия. Полученную эмульсию экстрагировали EtOAc (2×50 мл). Органический 

слой промыли водой (4×70 мл), высушили над Na2SO4, и удалили растворитель при 

пониженном давлении. Получили 617 мг (90%) вязкого желтого масла. Rf = 0.10 

(PhMe:EtOAc, 7:1 + 1% NEt3). 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.08–1.35 (м, 8H), 1.35–1.54 (м, 6H), 2.03–2.21 (м, 4H), 2.41–2.49 (м, 

2H), 3.24 (т, 2H, J = 6.8 Гц), 3.72 (с, 6H, -OCH3), 3.75 (с, 3H, -OCH3), 6.80–6.90 (м, 5H), 

6.97–7.04 (м, H), 7.07 (д, 1H, J = 1.8 Гц), 7.14–7.23 (м, 4H). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 24.3, 25.6, 27.9, 28.0, 28.0, 28.2, 28.9, 29.5, 31.3, 33.6, 50.5, 55.0, 55.2, 

64.6, 109.6, 113.0, 127.6, 128.9, 130.1, 130.6, 136.5, 137.3, 155.4, 157.5, 174.4. 
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6-[(3-(5-N-сукцинимидилоксикарбонилпентил)-4-метоксифенил)-бис-(4-

метоксифенил)метилтио]гексилазид (2.2). 

6-[(3-(5-Карбоксипентил)-4-метоксифенил)-бис-(4-метоксифенил)метилтио]гексилазид 

(1.8 г, 2.9 ммоль) растворили в смеси ДХМ (50 мл) и ацетонитрила (10 мл), затем 

последовательно добавили дисукцинимидил карбонат (1.04 г, 4.06 ммоль) и NEt3 (410 мг, 

4.06 ммоль). Ход реакции контролировали методом ТСХ (1:1 PhMe:Me2CO + 1% Et3N). 

Реакционную смесь перемешивали 1 ч, после чего добавили ДХМ (50 мл) и промыли её 

насыщенным водным раствором NaHCO3 (2×50 мл) и водой (3×100 мл). Органический 

слой отделили, высушили над Na2SO4, и упарили при пониженном давлении. Остаток 

очистили методом колоночной хроматографии на силикагеле (7:1 PhMe:EtOAc + 1% Et3N, 

Rf 0.3). Получили 1.5 г (75%) бесцветного масла. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.05-1.21 (м, 4Н), 1.21–1.35 (м, 4Н), 1.37–1.52 (м, 4H), 1.53–1.68 (м, 

2Н), 2.09 (м, 2H), 2.48 (м, 2Н), 2.61 (т, 2H, J = 7.3 Гц), 2.80 (c, 4H, Su), 3.24 (т, 2H, J = 6.6 

Гц), 3.72 (с, 6H, -OCH3), 3.76 (с, 3H, -OCH3), 6.81–6.90 (м, 5H), 6.98–7.05 (м, 1H), 7.08 (м, 

1H), 7.16–7.23 (м, 4H). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 24.0, 25.4, 25.6, 27.6, 27.8, 28.0, 28.0, 28.7, 29.4, 30.1, 31.2, 50.5, 55.0, 

55.2, 64.6, 109.6, 113.0, 127.6, 128.8, 130.1, 130.5, 136.6, 137.3, 155.4, 157.5, 168.8, 170.2. 
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6-[(3-(5-N-пропиламинокарбонилпентил)-4-метоксифенил)-бис-(4-метоксифенил)-

метилтио]гексилазид (2.10б). 

н-Пропиламин (48 мг, 0.8 ммоль) добавили к раствору 6-[(3-(5-N-оксисукцинимидил-

оксикарбонилпентил)-4-метоксифенил)-бис-(4-метоксифенил)метилтио]гексилазида (185  

мг, 0.26 ммоль) в ДХМ (5 мл). После перемешивания при комнатной температуре в 

течение 3 ч к реакционной смеси добавили ДХМ (20 мл) и промыли насыщенным водным 

раствором лимонной кислоты. Органический слой промыли водой, высушили над Na2SO4 

и упарили при пониженном давлении. Остаток очистили методом колоночной 

хроматографии (PhMe:EtOAc = 10:1). Получили 157 мг (92%) бесцветного масла. Rf = 0.4 

(PhMe:EtOAc, 5:2 + 1% NEt3). 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 0.81 (т, 3H, J = 7.3 Гц, СН2СН3), 1.05–1.55 (м, 16H), 1.92-2.15 (м, 4H), 

2.39–2.48 (м, 2H), 2.89–3.03 (м, 2H), 3.24 (т, 2H, CH2, J = 6.4 Гц), 3.73 (с, 6H, -OCH3), 3.75 

(с, 3H, -OCH3), 6.78–6.91 (м, 5H), 6.95–7.04 (м, H), 7.05–7.11 (м, 1H), 7.13–7.22 (м, 4H), 7.67 

(уш. т., 1H, NH). 

ЯМР13C (DMSO-d6): 11.3, 22.4, 25.2, 25.6, 27.8, 27.9, 28.0, 28.4, 29.0, 29.5, 31.2, 35.4, 50.5, 

55.0, 55.2, 64.6, 109.6, 113.0, 127.5, 129.0, 130.0, 130.4, 136.5, 137.3, 155.3, 157.5, 171.8. 
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6-[(3-(5-N-пентиламинокарбонилпентил)-4-метоксифенил)-бис-(4-метоксифенил)-

метилтио]гексилазид (2.10г) 

н-Амиламин (75 мг, 0.85 ммоль) добавили к раствору 6-[(3-(5-N-

гидроксисукцинимидилоксикарбонилпентил)-4-метоксифенил)-бис-(4-метоксифенил)-

метилтио]гексилазида (200 мг, 0.28 ммоль) в ДХМ (5 мл). После перемешивания при 

комнатной температуре в течение 3 часов к реакционной смеси добавили ДХМ (20 мл) и 

промыли насыщенным водным раствором лимонной кислоты. Органический слой 
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промыли водой, высушили над Na2SO4 и упарили при пониженном давлении. Остаток 

очистили методом колоночной хроматографии (PhMe:EtOAc=10:1). Получили 173 мг 

(90%) бесцветного масла. Rf = 0.4 (PhMe:EtOAc, 5:2 + 1% NEt3). 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 0.84 (т, 3H, J = 6.9 Гц, СН2СН3), 1.07–1.52 (м, 20H), 1.99 (т, CH2, J = 

7.3 Гц), 2.08 (д, 2H, J = 7.0 Гц), 2.40–2.48 (м, 2H), 2.94–3.03 (м, 2H), 3.24 (т, 2H, J = 6.8 Гц), 

3.73 (с, 6H, -OCH3), 3.75 (с, 3H, -OCH3), 6.81–6.92 (м, 5H), 6.96–7.04 (м, 1H), 7.05–7.10 (м, 

1H), 7.15–7.26 (м, 4H), 7.67 (уш. т., 1H, NH).  

ЯМР13C (DMSO-d6): 13.9, 21.8, 25.2, 25.6, 27.9, 28.0, 28.0, 28.4, 28.6, 28.8, 29.1, 29.6, 31.3, 

35.4, 38.3, 50.5, 55.0, 55.2, 109.7, 113.0, 127.6, 128.2, 129.0, 130.1, 130.5, 136.5, 137.3, 155.4, 

157.5, 171.7. 

Приготовление масс-меток для двоичного кодирования 

6-[(3-(5-N-гидроксисукцинимидилоксикарбонилпентил)-4-метоксифенил)-бис-(4-метокси-

фенил)метилтио]гексилазид (2.2) (20 мг) растворили в ацетонитриле (1 мл). Затем раствор 

разделили на 8 равных частей и раскапали в 1.5 мл пластиковые пробирки, в каждую 

пробирку добавили по 2 мкл соответствующего амина (см. таблицу ниже). Каждую 

пробирку встряхивали в течении 30 мин и использовали дальше без дополнительной 

очистки. 

Пробирка, № Амин 

1 метиламин (40% водн. раствор) 

2 н-пропиламин 

3 н-бутиламин 

4 н-пентиламин 

5 н-гексиламин 

6 н-гептиламин 

7 н-октиламин 

8 н-дециламин 

 

Двоичное кодирование информации 

Для кодирования использовали American Standard Code for Information Interchange (ASCII). 

Каждая позиция в коде задается одной масс-меткой. Значение 0 – это отсутствие сигнала 
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масс-метки, значание 1 – наличие сигнала. 10 мкл соответствующих растворов масс-меток 

смешали в пластиковых пробирках. Затем 0.5 мкл полученного раствора смешали с 

раствором 2,4,6-тригидроксиацетофенона (0.5 мкл, 40 мг/мл в МеОН) и водой (0.5 мл) и 

поместили в ячейку мишени масс-спектрометра, высушили и проанализировали методом 

MALDI-МС. 

Приготовление алкин-модифицированного ПММА [444] 

 

Полиметилметакрилат (300 мг) растворили в хлороформе (20 мл). К 100 мкл полученного 

раствора последовательно добавили хлороформ (50 мл) и пропаргиламин (75 мкл), смесь 

перемешивали в течение 2 ч при комнатной температуре. Отрицательный контроль 

проводили без добавления пропаргиламина. 

Полученный раствор алкинилированного полимера нанесли на поверхность мишени масс-

спектрометра (50 мкл раствора полимера на ячейку), высушили на воздухе в течение 30 

минут и тщательно промыли ацетонитрилом. 

Иммобилизация масс-спекрометрических меток на алкин-модифицированной 

поверхности ПММА 

Для приготовления раствора катализатора CuI (1.5 мг) и ТБТА (4.5 мг) поместили в MeCN 

(1 мл). Растворы масс-меток в ацентонитриле разбавили до концетрации 10-5 M каждой 

масс-метки. Затем 100 мкл полученного раствора метки смешали с 10 мкл раствора 

катализатора и 5 мкл триэтиламина. После перемешивания и гомогенизации отобрали 

20 мкл полученного раствора и нанесли в ячейку мишени масс-спектрометра, покрытую 

алкин-модифицированной поверхностью. Выдержали 10 мин, раствор удалили, 

поверхность ячейки тщательно промыли ацетонитрилом, высушили и проанализировали 
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методом MALDI-МС. Отрицательный контроль проводили двумя способами: а) с алкин-

модифицированной поверхностью и без катализатора; б) с немодифицированной 

поверхностью в присутствии катализатора. 

Приготовление циклооктин-модифицированного ПАМАМ-дендримера 

NH2 n N
O

(CH2)4CONHS

H
N

O

O

N
n

PAMAM ADIBO-NHS  

 

ADIBO-NHS (1 мг) растворили в ДХМ (150 мкл), к полученному раствору добавили 

PAMAM (3.5 мг 10%-раствора в метаноле). После 2 ч перемешивания при комнатной 

температуре к реакционной смеси добавили Me2СО (1.5 мл), встряхнули, выпавший 

осадок отделили центрифугированием (2 мин; 10000 об/мин). 

Модификация циклооктин-модифицированного PAMAM-дендримера 
флуоресцентным красителем 
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Циклооктин-модифицированный ПАМАМ-дендример растворили в ДХМ (200 мкл) и 

добавили раствор флуоресцентрого красителя сульфо-Су5 в ДМСО (250 мкл, 10мМ). 

После перемешивания в течение 2 ч при комнатной температуре к реакционной смеси 

добавили Ме2СО (1.5 мл), встряхнули, выпавший осадок отделили центрифугированием 

(2 мин; 10000 об/мин). Процедуру повторили 3 раза.  
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Кепирование циклооктин-модифицированного PAMAM-дендримера бензилазидом 
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Циклооктин-модифицированный PAMAM-дендример растворили в ДХМ (200 мкл) и 

добавили бензилазид (1мг). После перемешивания в течение 2 ч при комнатной 

температуре к реакционной смеси добавили Ме2СО (1.5 мл), встряхнули, выпавший 

осадок отделили центрифугированием (2 мин; 10000 об/мин). 

Модификация циклооктин-модифицированного PAMAM-дендримера масс-

спектрометрическими метками 
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6-[(3-(5-N-сукцинимидилоксикарбонилпентил)-4-метоксифенил)-бис-(4-метоксифенил)-

метилтио]гексилазид (1 мг) растворили в ДХМ (200 мкл), раствор разделили на две 

равные части в две пластиковые пробирки. В одну из них добавили 1 мкл н-пентиламина, 

во вторную - 1 мкл н-гексиламина и выдержали в течение 2 ч при комнатной температуре. 

Содержимое обеих пробирок добавили к растворам циклооктин-модифицированного 

PAMAM-дендримера в ДХМ (200 мкл), реационноные смеси выдержали 3 ч при 

комнатной температуре при перемешивании, затем добавили к ним Ме2СО (1.5 мл), 

встряхнули, выпавшие осадки отделили центрифугированием (2 мин; 10000 об/мин). 

Процедуру повторили 3 раза. Высажденное вещество анализировали методом MALDI-МС 

(матрица – синапиновая кислота). 
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6-[S-(9-фенилтиоксантил)]гексанол (2.16)  

9-Фенил-9Н-ксантен-9-ол (700 мг, 2.55 ммоль) и 6-меркаптогексанол (376 мг, 2.8 ммоль) 

смешали в ДХМ (15 мл), к реакционной смеси добавили уксусную кислоту (3 мл). Ход 

реакции контролировали методом ТСХ (PhMe:EtOAc 6:1, + 1% NEt3, Rf 0.35). (После 

полной конверсии исходного субстрата) По окончании реакции к реакционной смеси 

добавили ДМХ (50 мл) и промыли водой (2×50 мл). Органический слой отделили, 

высушили над Na2SO4 и удалили растворитель при пониженном давлении. Остаток 

очистили методом колоночной хроматографии на силикагеле (PhMe:EtOAc, 20:1 + 1% 

NEt3). Получили 950 мг (95%) бесцветного масла. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 0.94-1.35 (м, 8Н), 2.09 (т, 2Н, J = 7.3 Гц, SCH2), 3.27 (тд, 2Н, J = 6.6, 

5.1 Гц СН2ОН), 4.25 (т, 1Н, J = 5.1 Гц, -OH), 7.04 (м, 2Н), 7.14 (м, 4Н), 7.20–7.31 (м, 3Н), 

7.31–7.48 (м, 4Н). 

ЯМР13C (DMSO-d6): 24.79, 27.74, 28.09, 29.76, 32.15, 54.71, 60.48, 115.76, 123.42, 125.32, 

126.96, 128.25 (2С), 128.56, 130.11, 145.91, 150.11. 
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6-[S-(9-фенилтиоксантил)]гексилазид (2.17). 

6-[S-(9-фенилтиоксантил)]гексанол (950 мг, 2.4 ммоль) при перемешивании растворили в 

сухом ДХМ (20 мл) и последовательно добавили метансульфохлорид (560 мг; 4.8 ммоль) 

и триэтиламин (505 мг; 5 ммоль). Ход реакции контролировали методом ТСХ 

(PhMe:EtOAc, 7:1 + 1% NEt3, Rf 0.6). По окончании реакции к реакционной смеси 

добавили ДХМ (80 мл) и промыли насыщенным водным раствором NaCl (2×100 мл) и 

водой (2×100 мл). Органический слой высушили над Na2SO4, отфильтровали и удалили 

растворитель. Полученный мезилат растворили в ДМСО (30 мл) и добавили NaN3 (700 мг, 
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10.7 ммоль). Ход реакции контролировали методом ТСХ (PhMe:EtOAc, 10:1 + 1% NEt3). 

По окончании реакции к реакционной смеси добавили EtOAc (100 мл) и промыли водой 

(4×100 мл). Органический слой высушили над Na2SO4, и удалили растворитель при 

пониженном давлении. Остаток очистили методом колоночной хроматографии на 

силикагеле в системе (PhMe + 1% NEt3). Получили 768 мг (77%) желтого масла. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 0.97-1.25 (м, 6Н), 1.25–1.43 (м, 2Н), 2.09 (т, 2Н, J = 7.3 Гц, SCH2), 3.20 

(т, 2Н, J = 7.3 Гц, CH2N3), 7.04 (м, 2Н), 7.14 (м, 4Н), 7.20–7.31 (м, 3Н), 7.31–7.46 (м, 4Н).  

ЯМР 13C (DMSO-d6): 25.36, 27.52, 27.59, 27.85, 29.64, 50.40, 54.72, 115.79, 123.45, 125.31, 

126.99, 128.27 (2С), 128.59, 130.16, 145.94, 150.11. 
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1-(6-[S-(9-фенилтиоксантил]гексил)-4-(трет-бутилоксикарбонилпентил)-1Н-1,2,3-

триазол (2.18). 

Катализатор приготовили путем смешивания CuI (4.4 мг) и ТБТА (13.4 мг) в ДМФА (1 

мл). 6-[S-(Пиксил)метилтио]гексилазид (95 мг, 0.23 ммоль) растворили в ДМФА (1 мл), 

добавили к полученному раствору трет-бутиловый эфир гекс-5-иновой кислоты (60 мг, 

0.345 ммоль), диизопропилэтиламин (50 мкл) и раствор катализатора в ДМФА (1 мл). 

Реакцию перемешивали в течение ночи при комнатной температуре, затем добавили 

EtOAc (50 мл) и воду (50 мл). Органический слой отделили, промыли водой (50 мл), 

насыщенным водным раствором NaCl (50 мл), высушили над Na2SO4 и удалили 

растворитель при пониженном давлении. Остаток очистили методом колоночной 

хроматографии на силикагеле (CHCl3:MeOH, 50:1). Получили 87 мг (65%) бесцветного 

масла. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 0.95 (м, 2Н), 1.11 (м, 4Н), 1.37 (с, 9Н, t-Bu), 1.61 (м, 2Н), 1.79 (м, 2Н), 

2.07 (м, 2Н), 2.21 (т, 2Н, J = 7.3 Гц), 2.59 (м, 2Н), 7.02 (м, 2Н), 7.13 (д, 4Н, J = 8.8 Гц), 7.24 

(т, 3Н, J = 6.6 Гц), 7.33 (м, 2Н), 7.40 (м, 2Н), 7.77 (с, 1Н, Hтриазол). 
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ЯМР 13C (DMSO-d6): 24.25, 24.45, 25.14, 27.49 (2C), 27.69 (2C), 29.35, 29.67, 34.08, 48.92, 

54.72, 115.76, 121.60, 123.32, 126.96, 128.24 (2С), 128.55, 130.13, 145.91, 145.97, 150.11, 

171.91. 

Cl Cl

Cl
ClCl

Cl

Cl

Cl

Cl3CCOONa

 
Пентахлорциклопропан (2.19) [459, 473]. 

Суспензию трихлорацетата натрия (187 г, 1 моль) в трихлорэтилене (300 мл) при 

перемешивании медленно нагрели до кипения и кипятили в течение 3 ч. Затем, к 

реакцинной смеси добавили 1,2-диметоксиэтан (100 мл). Сместь перемешивали при 

осторожном кипении (92–94°C) в течение 5 суток. Наблюдали выделение CO2 в течение 

этого периода. Затем реакционную смесь отфильтровали, избыток растворителя упарили 

при 150 мм.рт.ст. и 40°C. Остаток перегнали в вакууме; т.кип. 75°C/20 мм.рт.ст. (лит. 

т. кип. 55.5–56.0°C/7 мм.рт.ст. [459]). Получили 45.2 г (21%) бесцветной жидкости. 

ЯМР 1H (CDCl3): 3.92 (c, 1Н). 

ЯМР 13C (CDCl3): 51.83, 66.57. 

 
Cl

Cl

Cl

Cl

Cl Cl

Cl
ClCl

 
Тетрахлорциклопропен (2.20) [459, 473]. 

Пентахлорциклопропан (22.5 г, 0.1 моль) добавили к раствору KOH (15.3 г, 0.27 моль) в 

H2O (18 мл). Образовавшуюся двухфазную смесь перемешивали и медленно нагрели до 

75°C. При этой температуре начинается спонтанная экзотермическая реакция В течение 

30 мин поддерживали температуру в интервале 85-95°C. (При необходимости 

использовали охлаждающую баню для контроля температуры). Затем реакционную смесь 

охладили и добавили конц. HCl (11.5 мл), перемешали и добавили ДХМ (40 мл). 

Органический слой отделили, высушили над Na2SO4, упарили половину объёма 

растворителя при 150 мм.рт.ст. и 40°C. Остаток перегнали при пониженном давлении. 

Получили 10.8 г (61%) бесцветной жидкости (т. кип. 43°C/100 мбар). 

ЯМР 13C (CDCl3): 62.42, 122.69. 

При превышении температурного режима даже на 5°C, количественно образуется 2,3-

дихлорпропеновая кислотa (2.21) [460]; т. пл. 86°C (лит. т. пл. 83–84°C [474]). 

OH

O

Cl
Cl
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ЯМР 1H (CDCl3): 7.80 (c, 1Н), 11.71 (с, 1Н). 

ЯМР 13C (CDCl3): 126.81, 135.27, 166.11. 

Масс-спектр: m/z (I, %): 140 (49%), 123 (15%), 105 (100%), 95 (35%), 60 (77%). 

OH

I

O

I  

4-Иодоанизол [445]. 

4-Иодфенол (10 г, 45 ммоль), K2CO3 (12.5 г, 91 ммоль) и метил иодид (13 г, 91 ммоль) 

растворили в ацетоне (100 мл) при комнатной температуре. После перемешивания 

реакционной смеси в течение 1 дня растворитель упарили при пониженном давлении и к 

остатку добавили ДХМ (150 мл), промыли насыщенным водным раствором NaHCO3 (100 

мл). Органический слой высушили над Na2SO4 и упарили при пониженном давлении. 

Получили 9.9 г (94%) твердого продукта; т. пл. 51–53°C (лит. т. пл. 50–52°C [237]). 

ЯМР 1H (CDCl3): 3.77 (с, 3Н, -OCH3), 6.68 (д, 2Н, J = 8.8 Гц), 7.55 (д, 2Н, J = 8.8 Гц). 

O

I

O

Si  

(4-Метоксифенил)этинилтриметилсилан [446]. 

4-Иодоанизол (3.00 г, 10.8  ммоль), триметилсилилацетилен (1.9 г, 19.2 ммоль), 

PdCl2(PPh3)2 (3 моль%, 111 мг) и CuI (6 моль%, 60 мг ) последовательно добавили к Et3N 

(40 мл). Через реакционную смесь в течение 5 мин пропускали ток аргона и оставили 

перемешиваться на 10 ч в инертной атмосфере. Ход реакции контролировали методом 

ТСХ (CHCl3:н-С6Н14, 1:3), после завершения реакции растворитель удалили при 

пониженном давлении. Остаток растворили в CHCl3 (100 мл) и добавили воду (100 мл). 

Органический слой отделили и последовательно промыли раствором HCl (10% водн., 100 

мл) и насыщенным раствором NaСl, после чего высушили над Na2SO4  и упарили. 

Полученный продукт очистили методом колоночной хроматографии на силикагеле 

(CHCl3:н-С6Н14, 1:3). Получили 2.4 г (92%) коричневого масла. 
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ЯМР 1H (CDCl3): 0.26 (c, 9H, -Si(CH3)3), 3.81 (c, 3H, -OCH3), 6.83 (д, 2H, J = 8.8 Гц), 7.42 (д, 

2H, J = 8.8 Гц). 

O

Si

O

 

1-Этинил-4-метоксибензол [446]. 

Смесь (4-метоксифенил)этинилтриметилсилана (1.39 г, 6.8 ммоль) и К2СО3 (4.7 г, 

34 ммоль) в ТГФ (20 мл) и MeOH (20 мл)  перемешивали при комнатной температуре в 

течение 1.5 ч. Растворители упарили и полученный остаток растворили в EtOAc (100 мл), 

промыли водой (100 мл) и высушили над Na2SO4. Растворитель удалили и получили 

810 мг (89%) продукта. Вещество использовали без дальнейшей очистки. 

ЯМР 1H (CDCl3): 2.99 (с, 1Н, ≡CH), 3.80 (с, 3Н, -OCH3), 6.83 (д, 2Н, J = 8.1 Гц), 7.42 (д, 2Н, 

J = 8.1 Гц).  

Br Br

I  

4-Бром-1-иодбензол [447]. 

Бромбензол (5 г, 31.8 ммоль) добавили к смеси H2SO4 (50% водн., 4.4 мл) и уксусной 

кислоты (22 мл). К полученной смеси при перемешивании при комнатной температуре 

последовательно добавили измельченный I2 (3 г, 11.8 ммоль) и измельченный NaIO4 (1.2 г, 

5.6 ммоль). Никаких изменений температуры не наблюдалось. Затем при интенсивном 

перемешивании реакционную смесь нагрели до  90°C. Через три часа цвет реакционной 

смеси меняется от темно-фиолетового до оранжевого и выпадает белый осадок. После 

охлаждения до комнатной температуры продукт выпадает ввиде белых кристаллов. В 

колбу добавляли ДХМ (100 мл) и воду (100 мл), органический слой отделяли и 

последательно промывалит насыщенным водным раствором Na2S2O3 (100 мл) и 

насыщенным водным раствором NaCl (100 мл). Органический слой высушили над Na2SO4, 

упарили при пониженном давлении, высушили на воздухе. Получили 5.2 г (58%) светло-

желтого кристаллического вещества; т. пл. 89–91°C (лит. т. пл. 91–92°C [238]). 
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ЯМР 1H (CDCl3): 7.23 (д, 2H, J = 8.8 Гц), 7.55 (д, 2H, J = 8.1 Гц). 

I

 

3-Иод-1,2,4,5-тетраметилбензол [452]. 

В трехгорлую колбу, снабженную обратным холодильником, термометром, и магнитной 

мешалкой поместили дурол (3 г, 22 ммоль), HIO4·2H2O (1.03 г, 4.46 ммоль) и иод (2.3 г, 9 

ммоль). К этой смеси добавили смесь конц. H2SO4 (1 мл), воды (5 мл) в уксусной кислоты 

(23 мл). Полученную реакционную смесь нагрели до 65–70°С при перемешивании и 

приблизительно через 1 ч характерная окраска иода исчезла. К смеси добавили воду (250 

мл), выпали светло-желтые кристаллы, их отфильтровали и промыли водой (3×100 мл). 

Продукт растворили в минимальном объеме кипящего ацетона (приб. 25 мл), раствор 

охладили до комнатной температуры и поставили на ночь в морозильную камеру, на 

следующий день быстро отфильтровали. Получили 5.2 г (78%) бесцветных кристаллов; 

т. пл. 78–80°С (лит. т. пл. 78°C [239]). 

ЯМР 1H (CDCl3): 2.31 (с, 6Н, -CH3), 2.44 (с, 6Н, -CH3), 6.89 (с, 1Н, CHAr). 

O O

O
+

NH2
O O

N
H  

Ацетоацетанилид (2.41) [461]. 

Анилин (32 г, 0.345 ммоль) и 2,2,6-триметил-4Н-1,3-диоксин-4-он (60 г, 0.414 моль) 

растворили в абс. ТГФ (200 мл) и кипятили с обратным холодильником в течение 24 ч. 

Растворитель упарили при пониженном давлении, продукт перекристаллизовали из 

толуола (100 мл), осадок отфильтровали, промыли холодным толуолом (2×20 мл), 

диэтиловым эфиром (2×50 мл) и высушили на воздухе. Получили 52 г (85%) белого 

кристаллического вещества; т. пл. 84–86°C (лит. т. пл. 84–85°C [240]). 

ЯМР 1H (CDCl3): 2.28 (с, 3Н, -СН3), 3.55 (с, 2Н, СН2), 7.09 (т, 1Н, J = 7.3 Гц, CHAr-пара), 7.29 

(т, 2Н, J = 7.8 Гц, CHAr-мета), 7.52 (д, 2H, J = 7.8 Гц, СНAr-орто), 9.16 (с, 1Н, NH). 

ЯМР 13C (CDCl3): 31.06, 49.88, 120.12, 124.51, 128.89, 137.42, 163.69, 204.99. 
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N-(2-гидроксиэтил)ацетоацетамид (2.42). 

Этаноламин (331 мг, 5.4 ммоль), 2,2,6-триметил-4Н-1,3-диоксин-4-он (1000 мг, 7 ммоль) и 

ацетат натрия (444 мг, 5.4 ммоль) смешали в абс. ТГФ (15 мл) и кипятили с обратным 

холодильником в течение 24 ч. Растворитель удалили, к остатку добавили EtOAc (50 мл) и 

воду (50 мл). Органический слой отделили, промыли насыщенным водным раствором 

NaCl, высушили над Na2SO4, отфильтровали и упарили. Остаток очистили методом 

колоночной хроматографии на силикагеле (CHCl3:MeOH = 15:1). Получили 410 мг (52%) 

желтого масла. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 2.12 (с, 3Н, -СН3), 3.13 (м, 2Н), 3.28 (с, 2Н, -C(O)CH2C(O)-), 3.40 (м, 

2Н), 4.62 (уш. с, 1Н, OH), 7.99 (уш. с, 1Н, NH). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 29.86, 41.52, 51.18, 59.68, 166.07, 203.03. 

SH
NaOH

S Na

 
Тиофенолят натрия (2.51). 

NaOH (1 г, 27 ммоль) растворили в смеси EtOH (20 мл) и воды (20 мл), затем к 

полученном раствору добавили тиофенол (3.3 г, 30 ммоль). После перемешивания в 

течение часа реакционную смесь упарили и затерли с диэтиловым эфиром (50 мл). 

Выпавший осадок отфильтровали, промыли диэтиловым эфиром (100 мл) и высушили на 

масляном насосе. Получили 3.5 г (100%) белого кристаллического вещества; т. пл. 

> 320°C). 

ЯМР 1H (D2O): 6.97 (м, 1Н), 7.10 (м, 2Н), 7.37 (м, 2Н). 

S C S + EtOH
KOH

O

S

S K
 

Этоксиксантат калия (2.53) [462]. 

KOH (2 г, 36 ммоль) растворили в EtOH (30 мл), раствор охладили до 0°C и затем 

добавили дисульфид углерода (3.25 г, 43 ммоль) одной порцией при 0°C. Моментально 

образовался желтый осадок. Реакционную смесь 3 ч перемешивали при комнатной 

температуре, затем растворитель упарили, а остаток затерли с диэтиловым эфиром (30 

мл), отфильтровали, промыли диэтиловым эфиром (50 мл) и высушили на масляном 

насосе. Получили 5.2 г (90%) желтого кристаллического вещества; т. пл. 220°С. 
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ЯМР 1H (D2O): 1.35 (т, 3Н, J = 7.14 Гц), 4.48 (квадр, 2Н, J = 7.0 Гц). 

Br
O

OH
HS

O

OH

H2N NH2

S

 
6-Меркаптогексановая кислота (2.55) [463]. 

6-Бромгексановую кислоту (25 г, 128 ммоль) и тиомочевину (10.8 г, 140 ммоль) 

растворили в EtOH (40 мл) и кипятили с обратным холодильником в течение 3 ч. Затем к 

реакционной смеси добавили водный раствор NaOH (4 M, 320 ммоль, 80 мл) и 

продолжили кипятить реакционную смесь ещё 2 ч. После охлаждения до комнатной 

температуры реакционную смесь подкислили водным раствором HCl (6 M, 55 мл) и 

экстрагировали CHCl3 (2×100 мл). Объединенные органические слои высушили над 

Na2SO4, отфильтровали, растворитель упарили, остаток перегнали в вакууме; т. кип. 

104°C/0.5 торр (лит. т.кип. 112–116/0.8 торр [483]). Получили 14.5 г (76%) бесцветной 

жидкости. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.25–1.41 (м, 2Н), 1.41–1.60 (м, 4Н), 2.10–2.26 (м, 3Н, SH+CH2 ), 2.36–

2.49 (м, 2Н), 11.97 (с, 1Н, CO2H). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 23.66, 23.98, 27.31, 33.11, 33.58, 174.40. 

 

Ar2

Ar1

Ar2

Ar1
I

Pd0, CuI

OH
-+

 

Общая методика синтеза диарилацетиленов. 

Арилиодид (1.05 экв), арилацетилен (1 экв), PdCl2(PPh3)2 (5 мол %) и CuI (10 мол %) 

смешывали в Et2NH. Через полученный раствор в течение 5 мин пропускали ток аргона, а 

затем оставляли перемешиваться в течение 10 ч в инертной атмосфере при комнатной 

температуре. Ход реакции контролировали методом ТСХ (PhMe:н-С6Н14). После 

завершения реакции растворитель упаривали, к остатку добавляли EtOAc и воду, 

органический слой промывали последовательно насыщенным водным раствором 

Na2H2ЭДТА и насыщенным водным раствором соли. Органический слой высушивали на 

Na2SO4, упаривали и остаток очищали методом колоночной хроматографии на силикагеле. 

O
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4-Метокситолан (2.23) [448]. 

Выход 91% (желтое кристаллическое вещество), система для хроматографирования 

(PhMe: н-С6Н14, 1:5); т. пл. 62°C (лит. т. пл. 60–62°C [479]). 

ЯМР 1H (CDCl3): 3.82 (с, 3Н, -OCH3), 6.88 (д, 2Н, J = 8.8 Гц), 7.26-7.40 (м, 3Н), 7.41-7.63 

(м, 4Н). 

O O
 

4,4’-Диметокситолан (2.24) [449]. 

Выход 61% (желтое кристаллическое вещество), система для хроматографирования 

(PhMe: н-С6Н14, 1:3); т. пл. 146–147°C (лит. т. пл. 145–147°C [480]). 

ЯМР 1H (CDCl3): 3.81 (с, 6Н, -OCH3), 6.86 (д, 4Н, J = 8.1 Гц), 7.45 (д, 4Н, J = 8.1 Гц).  

ЯМР 13C (CDCl3): 55.26, 87.93, 113.95, 115.71, 132.85, 159.37. 

Br
 

4-Бромтолан (2.26) [450]. 

Выход 77% (желтое кристаллическое вещество), система для хроматографирования 

(PhMe: н-С6Н14, 1:10); т. пл. 83–85°C (лит. т. пл. 83–84°C [481]). 

ЯМР 1H (CDCl3): 7.28–7.44 (м, 5Н), 7.44–7.63 (м, 4Н). 

ЯМР 13C (CDCl3): 88.28, 90.49, 122.24, 122.45, 122.90, 128.38, 128.48,131.57 (2С), 132.99. 

Масс-спектр: m/z (I, %): 258 (100%), 256 (95%), 176 (23%), 88 (13%). 

O

O

 

Метиловый эфир 4-(фенилэтинил)бензой кислоты (2.27) [464]. 

Выход 68% (светло-коричневое кристаллическое вещество), система для 

хроматографирования (PhMe: н-С6Н14, 1:8). Помимо колоночной хроматографии продукт 

очищали, растворив в смеси PhMe: н-С6Н14, 1:10, нерастворимые примеси отфильтровали, 

фильтрат упарили и остаток перекристаллизовали из минимального количества метанола.  

ЯМР 1H (CDCl3): 3.92 (с, 3Н, -OCH3), 7.35 (м, 3Н), 7.64 (м, 2Н), 7.58 (д, 2Н, J = 8.6 Гц), 8.01 

(д, 2Н, J = 8.6 Гц).  
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ЯМР 13C (CDCl3): 52.17, 88.60, 92.32, 122.67, 127.97, 128.40, 128.72, 129.44, 129.48, 131.46, 

131.70, 166.50. 

 

1-Фенилэтинилпирен (2.29) [451]. 

Выход 72% (желтый порошок), система для хроматографии (н-С6Н14:СНСl3, 5:1); т. пл. 

122–124°C. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 7.44–7.53 (м, 3Н), 7.77 (м, 2Н), 8.10 (т, 1Н, J = 7.6 Гц), 8.16–8.30 (м, 

4Н), 8.31–8.38 (м, 3Н), 8.60 (д, 1Н, J = 9.1 Гц).  

 

3-(Мезитилэтинил)-1,2,4,5-тетраметилбензол (2.28). 

Выход 83% (светло-желтое кристаллическое вещество), система для 

хроматографирования (PhMe: н-С6Н14, 1:5).  

ЯМР 1H (CDCl3): 2.29 (м, 9Н, CH3), 2.49 (м, 12Н, CH3), 6.88 (с, 1Н, CHпара), 6.93 (с, 2Н, 

2СНмета).  

I
 

4-Иодтолан (2.25) [465]. 

Выход 65% (белый порошок), система для хроматографирования (PhMe: н-С6Н14, 1:100). 

Примечание: для реакции брали избыток 1,4-дииодбензола (2.5 экв); т. пл. 108–109°C. 

ЯМР 1H (CDCl3): 7.29 (д, 2Н, J = 8.1 Гц), 7.39 (с, 3Н), 7.56 (м, 2Н), 7.73 (д, 2Н, J = 8.1 Гц).  

ЯМР 13C (CDCl3): 88.44, 90.80, 94.07, 122.83, 122.93, 128.38, 128.50, 131.59, 133.07, 137.52.  
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Cl3CCO2Na
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Дифенилциклопропенон (2.30) [466]. 

Толан (1 г, 5.61 ммоль) и трихлорацетат натрия (5.2 г, 27 ммоль) смешали в 1,2-

диметоксиэтане (30 мл) и кипятили в течение 20 ч при перемешивании. Затем к смеси 

добавили воду (200 мл) и проэкстрагировали EtOAc (200 мл). Органический слой 

отделили, промыли насыщенным водным раствором NaCl (200 мл), высушили над Na2SO4 

и удалили растворитель при пониженном давлении. Остаток очистили методом 

колоночной хроматографии на силикагеле (PhMe). Получили 130 мг (11%) белого 

кристалличествого вещества; т. пл. 119–120°C (лит. т. пл. 120°C [482]). 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 7.69 (м, 6Н), 7.98 (м, 4Н). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 123.43, 128.71, 129.70, 131.24, 132.96, 148.13. 

Cl

Cl

Cl

Cl

OO

OO  

2,3-Бис-(4-метоксифенил)циклопропенон (2.31) [467]. 

Раствор анизола (1214 мг, 11.24 ммоль) в ДХМ (5мл) при перемешивании по каплям 

прибавляли к смеси AlCl3 (864 мг, 6.47 ммоль) и тетрахлорциклопропена (1 г, 5.62 ммоль) 

в ДХМ (20 мл) при -70°C. После перемешивания в течение 2 ч при –70°C охлаждение 

убрали, реакционная смесь нагрелась до комнатной температуры и продолжили 

перемешивание ещё в течение ночи. Затем в реакционную смесь добавили воду (50 мл). 

Органический слой отделили, промыли насыщенным водным раствором NaCl (50 мл), 

высушили над Na2SO4 и удалили растворитель при пониженном давлении. Остаток 

очистили методом колоночной хроматографии на силикагеле (PhMe:EtOAc, 5:1). 

Получили 478 мг (32%) белого кристаллического вещества; т. пл. 176–178°C (лит. т. пл. 

180°C [482]). 

ЯМР 1H (CDCl3): 3.88 (с, 6Н, -OCH3), 7.03 (д. 4Н, J = 8.8 Гц), 7.88 (д. 4Н, J = 8.8 Гц).  

ЯМР 13C (CDCl3): 55.51, 114.70, 117.10, 133.42, 144.11, 155.26, 162.69.  
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2,3-Бис-(2,4,6-триметоксифенил)циклопропенон (2.32). 

Раствор 1,3,5-триметоксибензола (1.89 г, 11.25 ммоль) в ДХМ (5 мл) при перемешивании 

по каплям прибавляли к смеси AlCl3 (900 мг, 6.47 ммоль) и тетрахлорциклопропена (1 г, 

5.62 ммоль) в ДХМ (20 мл) при -70°C. После перемешивания в течение 2 ч при -70°C 

охлаждение убрали, реакционная смесь нагрелась до комнатной температуры и 

продолжили перемешивание ещё в течение ночи. Затем в реакционную смесь добавили 

воду (50 мл). Органический слой отделили, промыли насыщенным водным раствором 

NaCl (50 мл), высушили над Na2SO4 и удалили растворитель при пониженном давлении. 

Остаток очистили методом колоночной хроматографии на силикагеле (PhMe:EtOAc, 6:1). 

Получили 1216 мг (56%) белого кристаллического вещества; т. пл. 189–191°С. 

ЯМР 1H (CDCl3): 3.77 (3с, 12H), 3.87 (с, 6H), 6.10 (4с, 4H). 

ЯМР 13C (CDCl3): 55.34, 55.64, 89.77, 99.81, 141.30, 155.54, 161.13, 164.34. 

 

OBF4
- MgBr

Cl Cl

Метод А Метод Б

 

Трифенилциклопренилий тетрафторборат (2.33) [363, 369, 453]. 

Метод А: В 100-мл колбу поместили толан (1.5 г, 8.41 ммоль) и трет-бутилат калия 

(3.8 г, 33.64 ммоль) в сухом бензоле (50 мл). Через смесь при перемешивании пропускали 

ток аргона в течение 5 мин, затем смесь оставили интенсивно перемешиваться в 

атмосфере аргона. Через резиновую септу добавили бензилиден хлорид (2.7 г, 

16.82 ммоль), нагрели реакционную смесь до кипения и кипятили в течение 6 ч. Затем 

реакционную смесь охладили до комнатной температуры, добавили воду (100 мл), 

органический слой отделили, а водный экстрагировали толуолом (2×50 мл). Органические 

слои объединили, высушили над Na2SO4 и отфильтровали. Фильтрат подкислили HBF4 



145 

(4 экв. 50% водн. раствора), до окончания образования светло-желтого осадка. Осадок 

отфильтровали и высушили на масляном насосе. Получили 1.787 г (60%) светло-желтого 

кристаллического вещества; т. пл. 203–205°С. 

Метод Б: К раствору PhMgBr (6 мл, 1M в ТГФ) в 20 мл Et2O при 0°C добавили твердый 

дифенилциклопропенон (400 мг, 1.94 ммоль). После перемешивания в течение 30 мин при  

0°C к реакционной смеси добавили 10 мл 10%-водн. раствора KH2PO4. Органический слой 

отделили, водный слой промыли Et2O (20 мл) и объединенные органические слои 

высушили над Na2SO4, затем отфильтровали и подкислили HBF4 (4 экв. 50% водн. 

раствора) до окончания образования светло-желтого осадка. Осадок отфильтровали и 

высушили на масляном насосе. Получили 480 мг (70%) светло-желтого кристаллического 

вещества. 

ЯМР 1H (CD3CN): 7.93 (т, 6H, J = 7.7 Гц, CHмета), 8.04–8.12 (м, 3H, СHпара), 8.61 (д, 6H, J = 

7.7 Гц, СHорто) 

ЯМР 13C (CD3CN): 120.93, 131.42, 136.85, 139.45, 156.72 
Масс-спектр (m/z, CHCA): 267 

BF4
-

Cl Cl

Метод А

O

O  

(4-Метоксифенил)дифенилциклопропенилий тетрафторборат (2.35) [468] 

Был синтезирован по методу А. Выход 50%, белое кристаллическое вещество; т. пл. 

210°С. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 4.06 (с, 3H, -OCH3), 7.43 (д, 2H, J = 8.1 Гц), 7.86–8.00 (м, 4H), 8.01–

8.16 (м, 2H), 8.54–8.78 (м, 6H). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 56.49, 112.11, 116.12, 120.31, 130.33, 135.33, 137.45, 139.21, 148.66, 

152.19, 167.22. 

Масс-спектр (m/z, CHCA): 297. 
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Фенил-бис-(4-метоксифенил)циклопренилий тетрафторборат (2.36) [469]. 

Был синтезирован по методу А. Выход 42%, белое кристаллическое вещество; т. пл. 212–

215°С. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 4.03 (с, 6Н, -OCH3), 7.39 (д, 4Н, J = 7.3 Гц), 7.89 (м, 2Н), 8.02 (м, 1Н), 

8.57 (м, 6Н).  

ЯМР 13C (DMSO-d6): 56.39, 112.30, 116.01, 120.47, 130.25, 134.96, 136.91, 138.64, 149.45, 

150.55, 166.74. 

Масс-спектр (m/z, CHCA): 327. 

BF4
-

Cl Cl

Метод А

Br

Br  

(4-Бромфенил)дифенилциклопренилий тетрафторборат (2.39). 

Был синтезирован по методу А. Выход 36%, светло-желтое кристаллическое вещество; 

т. пл. 207–209°С. 

ЯМР 1H (CD3CN): 7.92 (м, 4Н), 8.08 (м, 4Н), 8.46 (д, 2Н, J = 8.8 Гц), 8.58 (д, 4Н, J = 7.3 Гц).  

ЯМР 13C (CD3CN): 119.96, 120.79, 131.41, 134.76, 136.94, 137.98, 139.58, 155.74, 156.70. 

Масс-спектр (m/z, CHCA): 345, 347. 

BF4
-

Cl Cl

Метод А

I

I  

(4-Иодфенил)дифенилциклопренилий тетрафторборат (2.38). 
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Был синтезирован по методу А. Выход 30%, светло-коричневое кристаллическое 

вещество; т. пл. 229–231°С. 

ЯМР 1H (CD3CN): 7.91 (м, 4Н), 8.07 (м, 2Н), 8.30 (м, 4Н), 8.57 (д, 4Н, J = 6.6 Гц). 

ЯМР 13C (CD3CN): 120.28, 120.79, 131.41, 136.97, 137.35, 139.56, 140.85, 155.98, 156.72. 

Масс-спектр (m/z, CHCA): 393. 

BF4
-

Cl Cl

Метод А

 

Пиренилдифенилциклопропенилий тетрафторборат (2.40). 

Был синтезирован по методу А. Выход 40%, коричневое кристаллическое вещество; т. пл. 

252–254°С. 

ЯМР 1H (CD3NO2): 7.90–8.06 (м, 4H), 8.07–8.20 (м, 2H), 8.22–8.38 (м, 2H), 8.41–8.71 (м, 

10H), 9.01 (д, 1H, J = 8.1 Гц). 

ЯМР 13C (CD3NO2): 114.30, 121.99, 124.55, 125.31,125.67, 126.82, 128.71, 129.27, 130.70, 

130.81, 131.69, 131.96, 132.29, 133.81, 134.00, 134.87, 135.41, 136.80, 139.60, 140.07, 154.59, 

156.84. 

Масс-спектр (m/z, CHCA): 391. 

O
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O(COCl)2
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Cl

 

(2,4-Диметоксифени)дифенилциклопропенилий тетрафторборат (2.37) [468]. 

Оксалил хлорид (461 мг, 3.63 ммоль) добавили при перемешивании к раствору 

дифенилциклопропенона (500 мг, 2.42 ммоль) в ДХМ (3 мл) при 0ºC. После 

перемешивания в течение 1 ч, охлаждение убрали, реакционную смесь нагрели до 
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комнатной температуры и упарили при пониженном давлении. Полученный дихлорид 

растворили в ДХМ (4 мл) и к этому раствору добавили раствор 1,3-диметоксибензола (334 

г, 2.42 ммоль) в ДХМ (8 мл). К реакционной смеси добавили BF3·Et2O (1 мл) и кипятили с 

обратным холодильником в течение 4 ч. Затем охладили до комнатной температуры, 

добавили Et2O (10 мл), выпавший осадок отфильтровали и высушили на масляном насосе. 

Получили 680 мг (70 %) белого кристаллического вещества; т. пл. 198–201°С. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 4.06 (с, 3H, -OCH3), 4.17 (с, 3H,-OCH3), 6.90–7.08 (м, 2H), 7.81–7.96 

(м, 4H), 7.96–8.11 (м, 2H), 8.42 (д, 1H, J = 8.8 Гц), 8.51 (д, 4H, J = 7.3 Гц). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 56.64, 56.79, 98.69, 109.41, 120.86, 130.11, 134.76, 136.72, 139.52, 

148.37, 151.15, 164.78, 170.29. 

Масс-спектр (m/z, CHCA): 327. 
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Трис-(2,4,6-триметоксифенил)циклопропенилий тетрафторборат (2.34). 

Оксалил хлорид (124 мг, 1 ммоль) добавили при перемешивании к раствору бис-(2,4,6-

триметоксифенил)циклопропенона (250 мг, 0.65 ммоль) в ДХМ (3 мл) при 0oC. После 

перемешивания в течение 1 ч охлаждение убрали, реакционную смесь нагрели до 

комнатной температуры и упарили при пониженном давлении. Полученный дихлорид 

растворили в ДХМ (4 мл) и к этому раствору добавили раствор 1,3,5-триметоксибензола 

(109 г, 0.65 ммоль) в ДХМ (8 мл). К реакционной смеси добавили BF3·Et2O (1 мл) и 

кипятили с обратным холодильником в течение 4 ч. Затем охладили до комнатной 

температуры, добавили Et2O (10 мл), выпавший осадок отфильтровали и высушили на 

масляном насосе. Получили 210 мг (52 %) белого кристаллического вещества; т. пл. 254–

256°С. 

ЯМР 1H (CDCl3): 3.77 (6с, 18Н, -OCH3), 3.96 (3с, 9Н, -OCH3), 6.20 (6с, 6Н, CHAr). 

ЯМР 13C (CDCl3): 56.15, 56.33, 90.66, 95.45, 146.21, 163.78, 169.27. 

Масс-спектр (m/z, CHCA): 537. 
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Сравнение масс-спектрометрических свойств трифенилтритильного и 

трифенилциклопропенилиевого катионов 

Приготовили растворы в MeCN трифенилметанола (4·10-2 М) и трифенил-

циклопропенилий тетрафторбората (8·10-3 М). 100 мкл раствора трифенилметанола 

смешали со 100 мкл раствора трифенилциклопропенилий тетрафторбората в пластиковой 

пробирке. К полученной смеси добавили 1 мкл HBF4 (50%-водн. раствор) и тщательно 

перемешали. Отобрали 1 мкл полученной смеси, нанесли в ячейку мишени масс-

спектрометра и проанализировали методом MALDI-МС (матрица – синапиновая кислота). 

Сравнение масс-спектрометрических свойств триарилциклопропенилиевых 

катионов 

Приготовили растворы в MeCN трифенилициклопропенилий тетрафторбората, (4-

метоксифенил)дифенилциклопропенилий тетрафторбората, (2,4-диметоксифени)-

дифенилциклопропенилий тетрафторбората и  пиренил-дифенилциклопропенилий 

тетрафторбората с концетрацией 10-2 М. Отобрали по 20 мкл каждого раствора и смешали 

в пластиковой пробирке, тщательно перемешали. Отобрали 1 мкл полученной смеси, 

нанесли в ячейку мишени масс-спектрометра и проанализировали методом MALDI-МС 

(матрица - синапиновая кислота). 

Определение предела детекции трифенилциклопропенилий тетрафторбората при 

исследовании методом MALDI-МС 

7 мг трифенилциклопропенилий тетрафторбората растворили в 2 мл ацетонитрила и 

получили раствор с концентрацией 1·10-2 М. Путем последовательных 10-кратных 

разбавлений получили ряд растворов, каждый из которых нанесли на мишень (по 1 мкл) и 

проанализировали методом MALDI-МС (см. приложение таблица 1). 

Определение предела детекции трифенилциклопропенилий тетрафторбората при 

исследовании методом LDI-МС 

7 мг трифенилциклопропенилий тетрафторбората растворили в 2 мл ацетонитрила и 

получили раствор с концентрацией 1·10-2 М. Путем последовательных 10-кратных 

разбавлений получили ряд растворов, каждый из которых нанесли на мишень (по 1 мкл) и 

проанализировали методом LDI-МС (см. приложение, таблица 2). 
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N-(1,2,3-трифенилциклопропенил)морфолин (2.50) [470] 

К раствору трифенилциклопропенилий тетрафторбората (500 мг, 1.41 ммоль) в MeCN 

(15 мл) добавили морфолин (260 мг, 3.0 ммоль), смесь перемешивали в течение ночи в 

атмосфере аргона при комнатной температуре. Ход реакции контролировали методом 

ТСХ (н-С6Н14:EtOAc, 5:1 + 1% Et3N). Реакционную смесь упарили, добавили к остатку 

EtOAc (50 мл) и 10%-водн. раствор NaHCO3 (50 мл). Органический слой отделили, 

промыли насыщенным водным раствором NaCl (50 мл), высушили над Na2SO4, 

отфильтровали, фильтрат упарили при пониженном давлении. Остаток затирали в гексане, 

полученный осадок отфильтровали и промыли гексаном, высушили на масляном насосе. 

Получили 278 мг (56 %) белого кристаллического вещества; т. пл. 152–154°C. 

ЯМР 1H (CDCl3): 2.61 (м, 4H), 3.77 (м, 4H), 7.12–7.19 (м, 1H), 7.22–7.29 (м, 2H), 7.32–7.39 

(м, 2H), 7.43 (т, 4H, J = 7.4 Гц), 7.53–7.61 (м, 2H), 7.68–7.76 (м, 4H). 

ЯМР 13C (CDCl3): 50.72, 67.61, 119.44, 125.97(уш), 127.24, 128.24, 129.04, 129.09(уш), 

129.81. 

C+
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O
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3-(1,2,3-Трифенилциклопропенил)-пентан-2,4-дион (2.43) [456]. 

Смешали трифенилциклопропенилий тетрафторборат (300 мг, 0.85 ммоль), ацетилацетон 

(127 мг, 1.27 ммоль), Et3N (171 мг, 1.7 ммоль) в бензоле (15 мл) и перемешивали при 

комнатной температуре в течение 4 ч, затем добавили к реакционной смеси толуол 

(30 мл), промыли 5%-водн. раствором лимонной кислоты (30 мл) и насыщенным водным 

раствором NaCl (30 мл). Органический слой отделили, высушили над Na2SO4, 

отфильтровали и упарили при пониженном давлении, получили коричневое вязкое масло. 
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После перекристаллизации из изопропанола получили 210 мг (67%) белого 

кристаллического вещества; т. пл. 133–135°C (лит. т. пл. 135–137°C). 

ЯМР 1H (CDCl3): 2.13 (с, 6H), 5.27 (с, 1H), 7.11–7.18 (м, 1H), 7.20–7.31 (м, 4H), 7.36–7.44 

(м, 2H), 7.48 (т, 4H, J = 7.3 Гц), 7.85–7.92 (м, 4H).  
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Этил 2-(1,2,3-трифенилциклопропенил)ацетоацетат (2.44) [471]. 

Смешали трифенилциклопропенилий тетрафторборат (300 мг, 0.85 ммоль), этил 

ацетоацетат (165 мг, 1.27 ммоль), Et3N (171 мг, 1.7 ммоль) в бензоле (15 мл) и 

перемешивали при комнатной температуре в течение 4 ч, затем добавили к реакционной 

смеси толуол (30 мл), промыли 5%-водн. раствором лимонной кислоты (30 мл) и 

насыщенным водным раствором NaCl (30 мл). Органический слой отделили, высушили 

над Na2SO4, отфильтровали и упарили при пониженном давлении. Остаток очистили 

методом колоночной хроматографии на силикагеле (н-С6Н14:EtOAc, 5:1). Получили 250 мг 

(74%) желтого твердого вещества; т. пл. 132°C (лит. т. пл. 133–134°C). 

ЯМР 1H (CDCl3): 0.99 (т, 3H, J = 7.1 Гц), 2.17 (с, 3H), 3.96–4.07 (м, 2H), 5.00 (м, 1H), 7.13–

7.17 (м, 1H), 7.21–7.27 (м, 2H), 7.28–7.33 (м, 2H), 7.36–7.41 (м, 2H), 7.45–7.51 (м, 4H), 7.89 

(т, 4H, J = 7.6 Гц). 

BF4
-

OEt

O
O

CN

O
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Этил 2-(1,2,3-трифенилциклопропенил)-2-цианоацетат (2.47). 

Смешали трифенилциклопропенилий тетрафторборат (300 мг, 0.85 ммоль), этил 

цианоацетат (88.5 мкл, 93.8 мг, 0.83 ммоль), ДБУ (124 мкл, 126 мг, 0.83 ммоль) в бензоле 

(5 мл) при охлаждении в ледяной бане. Реакционную смесь перемешивали в течение 20 ч 
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при комнатной температуре. Затем добавили толуол (20 мл) и воду (20 мл), Органический 

слой отделили и промыли насыщенным водным раствором NaCl (20 мл), высушили над 

Na2SO4, отфильтровали и упарили при пониженном давлении. Остаток очистили методом 

колоночной хроматографии на силикагеле (н-С6Н14:EtOAc, 5:1). Получили 195 мг (62%) 

белого кристаллического вещества; т. пл. 95–98°C. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 0.77 (т, 3H, J = 7.0 Гц, CH3), 3.84–3.98 (м, 2H, CH2), 5.54 (с, 1H, 

C(O)CHC(O)), 7.19–7.23 (м, 1H), 7.28–7.33 (м, 2H), 7.38–7.42 (м, 2H), 7.43–7.6 (м, 6H), 

7.77–7.81 (м, 2H), 7.87–7.91 (м, 2H). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 13.16, 61.51, 107.36, 116.36, 126.60, 127.72, 127.82, 128.20, 128.29, 

128.41, 129.43, 130.82, 131.28, 135.25, 135.35, 138.42, 139.03, 160.96, 165.97. 

BF4
- O

NHPh

O
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O

O
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N-фенил-2-(1,2,3-трифкнилциклопропенил)-ацетоацетамид (2.45). 

Смешали трифенилциклопропенилий тетрафторборат (300 мг, 0.85 ммоль), 

ацетоацетанилид  (130 мг, 0.73 ммоль), ДБУ (120 мг, 0.8 ммоль) в MeCN (15 мл) при 

охлаждении в ледяной бане и перемешивали в течение 48 ч при комнатной температуре. 

Ход реакции контролировали методом ТСХ (н-С6Н14:EtOAc, 2:1). После достижения 

конверсии исходного соединения к реакционной смеси добавили EtOAc (30 мл) и воду 

(30 мл). Органический слой отделили, промыли насыщенным водным раствором NaCl 

(30 мл), высушили над Na2SO4, отфильтровали и упарили при пониженном давлении. 

Остаток очистили методом колоночной хроматографии на силикагеле (н-С6Н14:EtOAc, 

5:1). Получили 205 мг (63%) светло-желтой вспененной стеклообразной массы. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 2.11 (с, 3H, CH3), 5.3 (с, 1H, C(O)CHC(O)), 6.95–7.01 (м, 1H), 7.06–

7.11 (м, 1H), 7.16–7.3 (м, 8H), 7.33–7.53 (м, 6H), 7.88 (д, 2H, J = 7.0 Гц), 7.95 (д, 2H, J = 7.2 

Гц), 10.14 (уш. с, 1H, NH). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 29.7, 32.04, 64.92, 115.34, 116.12, 119.34, 123.54, 125.41, 125.99, 

127.65, 127.99, 128.05, 128.5, 128.76, 128.93, 129.67, 129.76, 138.35, 145.02, 166.4, 203.47. 
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N-(2-гидроксиэтил)-2-(1,2,3-трифенилциклопропенил)-ацетоацетамид (2.46). 

Смешали трифенилциклопропенилий тетрафторборат (439 мг, 1.24 ммоль), N-(2-

гидроксиэтил)ацетоацетамид (180 мг, 1.24 ммоль), DBU (226 мг, 1.49 ммоль) в MeCN 

(15 мл) при охлаждении в ледяной бане и перемешивали в течение 48 ч при комнатной 

температуре. Ход реакции контролиромали методом ТСХ (Rf 0.6 в EtOAc). К реакционной 

смеси добавили EtOAc (30 мл) и воду (30 мл). Органический слой отделили, промыли 

насыщенным водным раствором NaCl (30 мл), высушили над Na2SO4, отфильтровали и 

упарили при пониженном давлении. Остаток очистили затиранием в диэтиловом эфире, 

отфильтровали и высушили на воздухе. Получили 350 мг (69%) белого кристаллического 

вещества. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 2.05 (с, 3H, CH3), 2.85–2.93 (м, 1H), 2.93–3.04 (м, 2H), 3.06–3.15 (м, 

1H), 4.48 (т, 1H, J = 5.9 Гц, -OH), 5.09 (с, 1H, C(O)CHC(O)), 7.03–7.1 (м, 1H), 7.14–7.2 (м, 

2H), 7.2–7.26 (м, 2H), 7.36–7.42 (м, 2H), 7.44–7.51 (м, 4H), 7.87 (д, 2H, J = 7.7 Гц), 7.92 (д, 

2H, J = 7.7 Гц), 8.1 (уш. с, 1H, NH). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 25.91, 31.77, 41.31, 59.30, 63.97, 115.52, 116.02, 125.26, 126.08, 127.80, 

127.92, 128.21, 128.69, 128.76, 128.81, 128.87, 129.73, 129.81, 145.27 167.59, 204.04. 

BF4
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3-(Фенилтио)трифенилциклопропен (2.52) [457]. 

Трифенилциклопропенилий тетрафторборат (400 мг, 1.13 ммоль) растворили в MeCN (15 

мл) и к полученном раствору добавили тиофенолят натрия (150 мг, 1.13 ммоль). 

Реакционную смесь оставили перемешиваться на ночь в инертной атмосфере при 

комнатной температуре. После упаривания к остатку добавили EtOAc (50 мл) и воду (50 

мл). Органический слой отделили, промыли водой (50 мл), высушили над Na2SO4 и 

упарили. Остаток затерли с гексаном, образовавшиеся кристаллы отфильтровали и 
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высушили на масляном насосе. Получили 260 мг (61%) белого кристаллического 

вещества; т. пл. 119–122°C. 

ЯМР 1H (CDCl3): 7.03–7.08 (м, 2H), 7.09–7.14 (м, 1H), 7.2–7.24 (м, 1H), 7.29–7.39 (м, 6H), 

7.39–7.45 (м, 4H), 7.63–7.68 (м, 4H), 7.69–7.73 (м, 2H). 

ЯМР 13C (CDCl3): 42.68, 118.79, 126.43, 127.31, 127.39, 127.54, 128.34, 128.41, 128.94, 

129.46, 129.9, 134.63, 134.93, 144.4. 
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3-(Этоксиксантат)трифенилциклопропен (2.54) [216]  

Трифенилциклопропенилий тетрафторборат (400 мг, 1.13 ммоль) растворили в MeCN (15 

мл) и к полученном раствору добавили этоксиксантат калия (190 мг, 1.13 ммоль). 

Реакционную смесь перемешивали в течение 3 дней в инертной атмосфере при комнатной 

температуре. Ход реакции контролировали методом ТСХ (н-С6Н14:EtOAc = 5:1). После 

упаривания растворителя, остаток растворили в ДХМ (50 мл) и добавили воду (50 мл). 

Органический слой отделили, промыли водной (50 мл), высушили над Na2SO4 и упарили. 

Остаток затерли с гексаном, образовавшиеся кристаллы отфильтровали и высушили на 

масляном насосе. Получили 290 мг (63%) желтого кристаллического вещества; т. пл. 159–

162°C. 

ЯМР 1H (CDCl3): 1.14 (т, 3H, J = 7.1 Гц), 4.58 (кв, 2H, J = 7.1 Гц), 7.17–7.22 (м, 1H), 7.26–

7.31 (м, 2H), 7.41–7.46 (м, 2H), 7.49 (т, 4H, J = 7.4 Гц), 7.57 (д, 2H, J = 7.26 Гц), 7.8 (д, 4H, J 

= 7.3 Гц). 

ЯМР 13C (CDCl3): 13.49, 42.87, 69.64, 117.95, 126.32, 126.68, 128.27, 129.15, 130.02, 130.06, 

143.54, 214.37. 
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6-(Трифенилциклопропенилтио)гексановая кислота (2.56) 

Трифенилциклопропенилий тетрафторборат (256 мг, 0.72 ммоль) растворили в MeCN (5 

мл) и к полученному раствору добавили 6-меркаптогексановую кислоту (139 мг, 
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0.93 ммоль) и пиридин (100 мкл) в атмосфере аргона. После перемешивания в течение 12 

ч при комнатной температуре в инертной атмосфере реакционную смесь упарили, 

добавили EtOAc (50 мл) и воду (50 мл). Органический слой отделили, промыли водой 

(3×50 мл), высушили над Na2SO4, растворитель упарили. Остаток очистили методом 

колоночной хроматографии на силикагеле (PhMe:EtOAc = 5:1). Получили 120 мг (40%) 

бесцветного масла. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.11–1.23 (м, 2H), 1.23–1.42 (м, 4H), 2.04 (т, 2H, J = 7.3 Гц), 2.42 (т, 

2H, J = 7.3 Гц), 7.14–7.22 (м, 1H), 7.3 (т, 2H, J = 7.3 Гц), 7.44–7.61 (м, 8H), 7.79 (д, 4H, J = 

7.7 Гц), 11.94 (уш. с, 1H). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 23.95, 27.8, 29.52, 30.44, 33.39, 37.89, 118.11, 126.3, 126.72, 126.78, 

128.33, 129.38, 129.43, 129.84, 143.92, 174.26. 
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N-гидроксисукцинимидный эфир 6-(трифенилциклопропенилтио)гексановой 

кислоты (2.57). 

6-(Трифенилциклопропенилтио)гексановую кислоту (120 мг, 0.3 

ммоль), дисукцинимидилкарбонат (115 мг, 0.45 ммоль, 1.5 экв.) и Et3N (100 мкл) 

растворили в  смеси MeCN (10 мл) и ДХМ DCM (10 мл). Реакционную смесь 

перемешивали в течение ночи в инертной атмосфере, затем растворитель упарили, 

добавили к остатку воду (20 мл) и EtOAc (20 мл), органический слой отделили, высушили 

над Na2SO4 и упарили. Остаток очистили методом колоночной хроматографии на 

силикагеле (PhMe:EtOAc = 5:1). Получили 75 мг (49%) бесцветного масла. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.2–1.32 (м, 2H), 1.33–1.46 (м, 4H), 2.37–2.48 (м, 4H), 2.8 (с, 4H), 7.15–

7.23 (м, 1H), 7.26–7.34 (м, 2H), 7.45–7.61 (м, 8H), 7.79 (д, 4H, J = 7.3 Гц). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 23.65, 25.48, 27.24, 29.29, 29.89, 30.25, 118.13, 126.32, 126.72, 126.78, 

128.33, 129.38 (3C), 129.42, 129.85, 143.9, 168.71, 170.14. 
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Общая методика реакций трифенилциклопропенилий тетрафторбората с 

первичными аминами: 

BF4
-

R-NH2

N
R

R = Bu, Bn, -(CH2)2OH, -(CH2)4OH  

К раствору трифенилциклопропенилий тетрафторбората (200 мг, 0.56 ммоль) в MeCN (10 

мл) добавили соответствующий амин (1.41 ммоль) и перемешивали реакционную смесь в 

течение ночи при комнатной температуре. Затем растворитель удалили, к остатку 

добавили EtOAc (30 мл) и воду (30 мл), органический слой отделили, высушили над 

Na2SO4 и упарили. Остаток очистили методом колоночной хроматографии на силикагеле 

(н-С6Н14:EtOAc=10:1 + 1% Et3N). Получили следующие соединения: 

N

 
1,2,3-Трифенил-4-азаоктадиен-1,3 (2.49a). 

Выход 110 мг (58%), желтое масло. 

ЯМР 1H (CD3CN): 0.80 (т, 3H, J = 7.4 Гц), 1.26–1.35 (м, 2H), 1.44–1.60 (м, 2H), 3.29–3.45 (м, 

2H), 7.17–7.25 (м, 3H), 7.26–7.31 (м, 1H), 7.31–7.37 (м, 6H), 7.37–7.41 (м, 2H), 7.43–7.46 (м, 

2H), 7.88–7.92 (м, 2H). 

ЯМР 13C (CD3CN): δ = 14.24, 21.56, 33.64, 54.17, 126.85, 128.59, 129.0, 129.12, 129.35, 

129.51, 129.52, 129.96, 130.19, 131.18, 137.25, 137.3, 139.2 (2C), 167.07. 

N

 
1,2,3,4-Тетрафенил-4азапентадиен-1,3 (2.49b). 



157 

Выход 109 мг (52%), желтое масло. 

ЯМР 1H (CD3CN): 4.55 (м, 1H), 4.64 (м, 1H), 7.17–7.41 (м, 14H), 7.41–7.44 (м, 2H), 7.45 (с, 

1H), 7.47–7.51 (м, 2H), 7.95–7.99 (м, 2H).  

ЯМР 13C (CD3CN): δ = 58.07, 126.89, 127.53, 128.77, 128.98, 129.14, 129.22, 129.26, 129.42, 

129.53, 129.6, 130.06, 130.65, 131.5, 136.86, 137.12, 138.95, 139.02, 141.5, 168.17. 

Масс-спектр: m/z (I, %): 372 (66%), 296 (17%), 282 (10%), 91 (100%). 

N
OH

 
6-Гидроксо-1,2,3-трифенил-4-азагексадиент-1,3 (2.49c). 

Выход 84 мг (46%), желтое масло. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 3.27–3.35 (м, 1H), 3.41–3.48 (м, 1H), 3.56–3.69 (м, 2H), 4.59 (т, 1H, J = 

5.6 Гц), 7.18–7.32 (м, 4H), 7.33–7.39 (м, 5H), 7.39–7.44 (м, 2H), 7.45 (с, 1H), 7.46–7.49 (м, 

2H), 7.82–7.87 (м, 2H).  

ЯМР 13C (DMSO-d6): 55.96, 61.22, 125.6, 127.36, 128.02, 128.05, 128.16, 128.52, 128.55, 

128.87, 128.94, 130.27, 135.43, 135.65, 137.28, 137.37, 166.75. 

N
OH

 
8-Гидрокси-1,2,3-трифенил-4-азаоктадиен-1,3 (2.49d). 

Выход 80 мг (40%), желтое масло. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.37–1.45 (м, 2H), 1.46–1.61 (м, 2H), 3.23–3.40 (м, 4H), 4.28 (т, 1H, J = 

5.0 Гц), 7.18–7.32 (м, 4H), 7.32–7.46 (м, 10H), 7.82–7.86 (м, 2H). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 26.74, 30.64, 52.73, 60.51, 125.45, 127.2, 127.95, 128.0, 128.11, 128.47, 

128.53, 128.69, 128.92, 130.14, 135.39, 135.67, 137.42, 137.45, 165.71.  

CN

CN

 
1,1-Дициано-2,3,4-трифенилбутадиен-1,3 (2.48). 
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К раствору трифенициклопропенилий тетрафторбората (400 мг, 1.13 ммоль) в MeCN (20 

мл) добавили малононитрил (89 мг, 1.36 ммоль) и ДБУ (206 мг, 1.36 ммол). Реакционную 

смесь перемешивали 20 ч при комнатной температуре, затем растворитель удалили, а к 

остатку добавили EtOAc (20 мл) и воду (20 мл). Органический слой отделили, 

последовательно промыли 5%-водн. раствором лимонной кислоты (20 мл), насыщенным 

раствором NaCl (20 мл), высушили над Na2SO4 и упарили. Остаток очистили методом 

колоночной хроматографии на силикагеле (н-С6Н14:EtOAc=10:1). Получили 290 мг (80%) 

желтого аморфного вещества. 

ЯМР 1H (CDCl3): 7.29–7.4 (м, 11H), 7.41–7.47 (м, 2H), 7.48–7.52 (м, 1H), 7.82–7.88 (м, 2H). 

ЯМР 13C (CDCl3): 85.59, 113.18, 113.64, 126.93, 128.84, 128.92, 129.01, 129.17 (3C), 129.4, 

130.02, 133.26, 133.67, 135.03, 135.99, 137.19, 138.48, 173.17. 

Масс-спектр: m/z (I, %): 332 (78), 255 (100), 227 (54), 178 (46), 153 (43), 138 (23). 

ИК, νmax, cm-1 (KBr): 698, 758, 1537, 2227, 3053. 

OO n-BuLi, Et2CO3
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Гексафторфосфат трис-(2,6-диметоксифенил)карбения (2.59) [198, 389, 458]. 

К раствору 1,3-диметоксибензола (10.0 г, 72.4 ммоль) в 100 мл тетрагидрофурана при 

перемешивании в атмосфере аргона и охлаждении до - 20оС прибавили по каплям  раствор 

н-бутиллития (2.5М, 30 мл, 76 ммоль). Через час медленно добавили раствор 

диэтилкарбоната (2.85 г, 24 ммоль) в ТГФ (10 мл) и перемешивали при комнатной 

температуре в течение суток. Растворитель упарили, к остатку при перемешивании 

добавили Et2O (200 мл), ДХМ (50 мл) и HPF6 (30 мл). Через 3 ч растворитель упарили, 

затерли в Et2O (300 мл), выпавшие фиолетовые кристаллы отфильтровали и высушили на 

масляном насосе. Получили 31.0 г (76%) фиолетового твердого вещества; т. пл. 180°С. 

ЯМР 1H (СD3CN): 3.55 (м, 18Н, -ОСН3), 6.61 (6д, 6Н, J = 8.5 Гц), 7.63 (3т, 3Н, J = 8.5 Гц). 

Масс-спектр (MALDI, m/z, CHCA): 423. 
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Гексафторфосфат трис-(2,4,6-триметоксифенил)карбения (2.60) [201]. 

К раствору 1,3,5-триметоксибензола (600 мг, 3.57 ммоль) в Et2O (15 мл) при - 70оС в 

инертной атмосфере при перемешивании с помощью шприца добавили ТMEDA (620 мг, 

5.35 ммоль) в Et2O (5 мл), а затем по каплям  раствор н-бутиллития (2.5М, 1.5 мл). 

Охлаждение убрали и оставили перемешиваться реакционную смесь на ночь. На 

следующий день реакционную смесь охладили до - 40оС и добавили диэтилкарбонат (140 

мг, 1.19 ммоль). Охлаждение убрали и оставили перемешиваться. Ход реакции 

контролировали методом ТСХ (ДХМ:МеОН=10:1 + 1% HPF6). Через сутки к реакционной 

смеси добавили воду (1 мл), растворитель упарили, к остатку добавили ДХМ (100 мл), 

воду (100 мл) и HPF6 (3 мл), интенсивно перемешивали в течение 15 мин, затем 

органической слой отделили, промыли водой (200 мл), высушили над Na2SO4 и 

растворитель упарили. Остаток залили Et2O, затерли и декантировали, процедуру 

повторили 5 раз. Полученные фиолетовые кристаллы высушили на масляном насосе. 

Получили 257 мг (36%) фиолетового кристаллического вещества; т. пл. 201°С. 

ЯМР 1H (СD3CN): 3.53 (с, 18Н, -OCH3-орто), 3.94 (с, 9Н, -OCH3-пара), 6.13 (с, 6Н, СНAr).  

Масс-спектр (MALDI, m/z, CHCA): 513. 
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Гексафторфосфат 1,8-диметокси-9-(2,6-диметоксифенил)-10-(бутил)акридиния (2.61). 

К раствору гексафторфосфата трис-(2,6-диметоксифенил)метилия (1.0 г, 1.76 ммоль) в 

ацетонитриле (15 мл) при перемешивании при комнатной температуре в атмосфере аргона 

добавили н-бутиламин (350 мкл, 3.52 ммоль). Цвет раствора изменялся от фиолетового к 

красному. Через 1 ч растворитель удалили при пониженном давлении, твердый осадок 

затерли в диэтиловом эфире, образовавшийся красный осадок отфильтровали и высушили 

в эксикаторе при пониженном давлении. Получили 1.0 г (98%) красного кристаллического 

вщества; т. пл. 240°С. 
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ЯМР 1H (СD3CN): 1.15 (т, 3H, J = 7.3 Гц, Н-4′′), 1.73–1.80 (м, 2H, Н-3′′), 2.16–2.22 (м, 2H, 

Н-2′′), 3.57 (с, 6H, OCH3,), 3.59 (с, 6H, OCH3), 5.06–5.09 (м, 2H, Н-1′′), 6.81 (д, 2H, J = 8.5 

Гц, H-3′, H-5′), 7.12 (д 2H, J = 8.2 Гц, Н-2, Н-7), 7.45–7.48 (м, 1H, Н-4′), 7.93 (д, 2H, J = 9.2 

Гц, Н-4, Н-5), 8.20–8.24 (м, 2H, Н-3, Н-6). 

ЯМР 13C (СD3CN): 12.96 (4′′), 19.61 (3′′), 29.52 (2′′), 52.37 (1′′), 55.64 (OCH3), 56.76 (OCH3), 

103.74 (3′, 5′), 106.50 (2, 7), 109.26 (4, 5), 119.67 (1′), 119.89 (9), 129.40 (4′), 139.87 (3, 6), 

141.61 (1, 8), 155.79 (2′, 6′), 157.18 (8a, 9a), 160.58 (4a, 10a). 

Масс-спектр (MALDI, m/z, CHCA): 432. 
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Гексафторфосфат 1,8-диметокси-9-(2,6-диметоксифенил)-10-(пропаргил)акридиния 

(2.119). 

К раствору гексафторфосфата трис-(2,6-диметоксифенил)метилия (300 мг, 0.528 ммоль) в 

MeCN (15 мл) при перемешивании и комнатной температуре добавили по каплям 

пропаргиламин (72 мкл, 1.056 ммол). Цвет раствора изменился от фиолетового к 

красному. Ход реакции контролировали методом ТСХ (СHCl3:MeOH = 5:1) (Rf = 0,4). 

Растворитель удалили при пониженном давлении, остаток высушили в вакууме масляного 

насоса. Получили 190 мг (64%) красного кристаллического соединения. 

ЯМР 1H (СD3CN): 3.04 (т, 1H, J = 2.5 Гц, ≡СН), 3.56 (c, 12H, -OCН3), 5.78 (д, 2H, J = 2.5 Гц, 

CH2), 6.78 (д, 2H, J = 8.4 Гц), 7.13 (д, 2H, J = 8.0 Гц), 7.45 (т, 1H, J = 8.4 Гц, CHAr), 7.93 (д, 

2H, J = 9.0 Гц), 8.26 (дд, 2H, J = 8.0, 9.0 Гц, 2CHAr). 

ЯМР 13C (СD3CN): 42.88, 55.65, 56.88, 74.91, 77.44, 103.75, 106.87, 108.82, 118.69, 119.80, 

129.63, 140.77, 141.55, 155.66, 159.35, 160.86. 

ЯМР 19F (СD3CN): –73.87, –72.00. 

Масс-спектр (m/z, синапиновая кислота): 413. 
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Гексафторфосфат 1,8-диметокси-9-(2,6-диметоксифенил)-10-(бензилокси)акридиния 

(2.91). 

К раствору гексафторфосфата трис-(2,6-диметоксифенил)метилия (200 мг, 0.352 ммоль) в 

MeCN (10 мл) добавили раствор О-бензилгидроксиламина гидрохлорида (64 мг, 0.4 

ммоль) в воде (15 мл) воды и Et3N (123 мкл, 0,37 ммоль). Цвет раствора изменялся от 

фиолетового к красному. Ход реакции контролировали методом ТСХ (СHCl3:MeOH=5:1).  

Растворитель удалили при пониженном давлении, добавили ДХМ (100 мл) и промывали 

водным раствором HPF6 (200 мл воды и 1 мл HPF6). Органический слой отделили, 

высушили над Na2SO4, отфильтровали и упарили. Продукт очищали методом колоночной 

хроматографии на силикагеле системе (СHCl3:MeOH=30:1 + 1% HPF6). Получили 187 мг 

(85%) темно-красного кристаллического вещества. 

ЯМР 1H (СD3CN): 3.58 (4с, 12H, -OCH3), 5.52 (с, 2H, CH2), 6.80 (д, 2Н, J = 8.2 Гц), 7.12 (д, 

2Н, J = 8.2 Гц), 7.47 (т, 1H, J = 8.4 Гц, CHAr-пара), 7.50–7.55 (м, 3Н), 7.65 (м, 2Н), 8.22 (т, 2Н, 

J = 8.5 Гц). 

ЯМР 13C (СD3CN): 56.63, 57.84, 81.87, 104.67, 104.80, 107.66, 108.09, 119.63, 120.50, 

130.05, 130.82, 131.37, 131.51, 132.66, 139.93, 141.89, 158.06, 161.45. 

ЯМР 19F (СD3CN): –72.16, –73.66. 

Масс-спектр (m/z, CHCA): 482. 

 

Методики дериватизации низкомолекулярных биологически активных веществ. 

а) Дериватизация первичных аминов: 

К 150 мкл 5·10-3 М раствора соли 2.59 в ацетонитриле добавляли рассчитанное количество 

амина (если амин использовался в виде соли - дополнительно добавляли 3 экв. 

триэтиламина), реакционную смесь выдерживали 30 мин при комнатной температуре.  

б) Дериватизация аминокислот, их эфиров и пептидов: 

К 100 мкл 5·10-3 М раствора соли 2.59 в ацетонитриле добавляли 200 мкл 5·10-3 М водного 

раствора соответствующего вещества и 1 мкл триэтиламина, выдерживали 30 мин.  

в) Дериватизация липидных аминов: 

К 50 мкл 1·10-3 М раствора аминсодержащего липида в смеси хлороформ–метанол (4:1) 

добавляли 10 мкл 5·10-3 М раствора соли 2.59 в ацетонитриле и 1 мкл триэтиламина, 

выдерживали 30 мин.  

Во всех случаях анализ продуктов реакции проводили прямо из реакционной смеси, без 

дополнительной очистки. 
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г) Общая методика получения конъюгатов гексафторфосфата трис-(2,6-

диметоксифенил)метилия с аминоуглеводами (аминоглюцитолом, тобрамицином, 

паромомицином, сисомицином): 

К 150 мкл 0.5·10-2 М раствора гексафторфосфата трис-(2,6-диметоксифенил)метилия в 

ацетонитриле добавляли 1 экв. соответствующего аминоуглевода в 200 мкл карбонатного 

буфера (рН 9.55). Реакционную смесь перемешивали 30 мин при комнатной температуре. 

Анализ конъюгатов проводили прямо из реакционной смеси, без дополнительной очистки. 

д) Методика дериватизации смеси антибиотиков: 

Смешали по 10 мкл 0.005 М растворов каждого антибиотика (канамицина, сисомина, 

тобрамицина и паромомицина) в карбонатном буфере (pH 9.55). К полученному раствору 

добавили 100 мкл карбонатного буфера (pH 9.55) и 50 мкл 0.005 М раствора соли 2.59 в 

ацетонитриле. Пробы для анализа отбирали прямо из реакционной смеси. 

е) Методика дериватизации антибиотического комплекса ИНА-5812 

Дериватизация вещества из выделенной фракции (0.1 мг) проводилась в водно-

этанольном растворе (100 мкл) в присутствии триэтиламина (1 мкл) действием 20 мкл 

0.01М раствора 2.59 в ацетонитриле. После выдерживания реакции в течение 2ч, 

реакционная смесь была проанализирована методом MALDI-МС. 

ж) Методика синтеза дериватизирующего реагента 2.98 

К раствору трифторацетата N-(2-аминоэтил)малеимида (1.4 мг, 5 ммоль) в 1.5 мл 

ацетонитрила добавили гексафторфосфат трис(2,6-диметоксифенил)метилия (3 мг, 5 

ммол) и триэтиламин (1.7 мкл). Реакционную смесь выдержали в течение 2 ч при 

комнатной температуре, разбавали до концетрации 3.5×10-4 M и использовали далее 

полученный стоковый раствор без дополнительной очистки. 

з) Методика дериватизации тиолов 

К раствору 2.98 в ацетонитриле (3.5×10-4 M, 150 мкл) добавляли соответстующие тиолы (2 

экв.). Реакционную смесь выдерживали в течение 3 часов при комнатной температуре, а 

затем без дополнительной очистки проводили анализм методом (MA)LDI-МС. 

 

Определение предела обнаружения гексафторфосфата 1,8-диметокси-9-(2,6-

диметоксифенил)-10-(бутил)акридиния 

2.8 мг гексафторфосфата 1,8-диметокси-9-(2,6-диметоксифенил)-10-(бутил)акридиния 
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растворили в 1 мл ацетонитрила и получили раствор с концентрацией 5·10-3 М. Путем 

последовательных 10-кратных разбавлений получили ряд растворов, каждый из которых 

нанесли на мишень (по 1 мкл) и проанализировали методом MALDI-МС (см. приложение 

таблица 3). 

 

Экспериментальная оценка значения pKR+ соединений 2.59 и 2.116 [218, 219] 

Для оценки значения pKR+ соединений 2.59 и 2.116 был приготовлен ряд растворов в 

смеси H2O/ДМСО/Bu4NOH с различным содержанием ДМСО при постоянной 

концентрации вещества. Стоковый раствор исходного соединения добавляли 

непосредственно перед спектрофотометрическими измерениями. Полученные значения 

оптической плотности в области максимального поглощения карбокатиона (λ = 289 нм для 

2.59 и λ = 289 нм для 2.116) использовали для расчета соотношения [R+]/[ROH]. Для 

определения значения pKR+ были построены зависимости log([R+]/[ROH]) от функций 

основности H_ и С_, значения которых для каждого раствора определяется мольным 

содержанием ДМСО. С учетом погрешности измерений полученные значения pKR+ 

составляет 18.1±0.5 (2.59) и 14.0±0.5 (2.116). 
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Гексафторфосфат 1,8-диметокси-9-(2,6-диметоксифенил)-10-(6´-дезазаканамицин-6′-
ил)акридиния (2.96). 
К раствору сульфата канамицина (7.8 мг, 0.015 ммоль) в 2 мл буферного раствора (рН 

9.55) при перемешивании добавили гексафторфосфат трис-(2,6-диметоксифенил)метилия 
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(2.8 мг, 0.005 ммоль) в MeCN (1 мл). Реакционную смесь выдержали 30 мин и очищали с 

помощью препаративной ВЭЖХ. Получили 10.9 мг (74%) продукта.  

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.69–1.72 (м, 1Н, Н-2), 2.31–2.33 (м, 1Н, Н-2), 3.17–3.22 (м, 1Н, Н-3′′), 

3.36 (м, 1Н, Н-2′), 3.38 (м, 1Н, Н-1/Н-3), 3.40 (м, 1Н, Н-4′), 3.45 (м, 1Н, H-1/Н-3), 3.48 (м, 

3Н, OCH3), 3.50 (м, 6Н, OCH3), 3.51 (м, 1Н, Н-3′), 3.52 (м, 1Н, Н-6′′), 3.53 (м, 1Н, Н-4′′), 

3.56 (м, 3Н, OCH3), 3.57 (м, 1Н, Н4/6), 3.60 (м, 1Н, Н-6′′), 3.66 (м, 1Н, Н4/6), 3.68 (м, 1Н, Н-

2′′), 3.73 (м, 1Н, Н-5), 3.76 (м, 1Н, Н-5′′), 4.57–4.60 (м, 1Н, Н-5′), 4.74 (c, 1Н, OН), 5.03 (д, J 

= 3.7 Гц, 1Н, Н-1′′), 5.26 (с, 1Н, ОН), 5.32 (м, 1Н, Н-1′), 5.35 (м, 1Н, Н-6′), 5.55 (м, 1Н, Н-6′), 

6.49 (м, 1Н, ОН), 6.79–6.83 (м, 2Н, Н-3′′′′, Н-5′′′′), 6.91 (с, 1Н, ОН), 7.17 (м, 1Н, Н-2′′′), 7.20 

(м, 1Н, Н-7′′′), 7.42–7.45 (т, 1Н, J = 8.5 Гц, Н-4′′′′), 8.18 (м, 1Н, Н-3′′′), 8.19 (м, 1Н, Н-6′′′), 

8.33–8.35 (м, 1Н, Н-5′′′), 8.45 (м, 1Н, Н-4′′′). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 27.48 (2), 46.78 (1/3), 49.28 (1/3), 53.34 (6′), 55.32 (3′′), 55.87 (OCH3), 

57.06 (OCH3), 59.49 (6′′), 65.28 (4′′), 68.39 (2′′), 70.49 (5′), 70.94 (5), 70.98 (2′), 72.33 (4′), 

72.58 (3′), 73.08 (5′′), 80.33 (6/4), 83.46 (4/6), 95.66 (1′), 99.28 (1′′), 103.57 (3′′′′/5′′′′), 103.79 

(3′′′′/5′′′′), 106.50 (2′′′), 106.75 (7′′′), 110.78 (5′′′), 111.12 (4′′′), 117.60 (1′′′′), 119.21 (2′′′′/6′′′′), 

119.30 (2′′′′/6′′′′), 129.19 (4′′′′), 139.08 (3′′′), 139.68 (6′′′), 142.32 (1′′′/8′′′), 143.00 (8′′′/1′′′), 

155.65 (9′′′), 156.39 (10a′′′/4a′′′), 158.37 (9a′′′/8a′′′), 159.63 (8a′′′/9a′′′), 159.70 (4a′′′/10a′′′).  

Масс-спектр (MALDI, m/z, СНСА): 843. 
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Гексафторфосфат азадиоксо-10-(бутил)триангуления (2.116). 

Смесь гексафторфосфата 1,8-диметокси-9-(2,6-диметоксифенил)-10-(бутил)акридиния 

(500 мг, 0,867 ммоль) и гидрохлорида пиридиния (7 г 60,3 ммоль) при перемешивании 

нагрели до температуры 200оС в атмосфере аргона. Нагревание продолжали в течение 

часа. После охлаждения реакционной смеси до комнатной температуры к реакционной 

смеси добавили раствор HPF6 (50 мл воды и 5 мл 60% НPF6) и перемешивали в течение 15 

мин. Осадок красного цвета отфильтровали и промыли водой, высушили на масляном 

насосе. (ТСХ в системе CHCl3:MeOH=5:1). Продукт очистили методом колоночной 

хроматографии на силикагеле в системе (CHCl3:MeOH=5:1+ 1% HPF6). Получили 320 мг 

(76%) кирпично-красного кристаллического вещества; т. пл. 233–235°С. 



165 

ЯМР 1H (СD3CN): 1.07 (т, 3H, J = 7.3 Гц, -СН3), 1.57–1.73 (м, 2H), 1.94 (м, 2Н), 4.67 (т, 2H, 

J = 8.1 Гц, NCH2), 7.40 (д, 2H, J = 8.4 Гц), 7.49 (д, 2H, J = 8.2 Гц), 7.79 (д, 2H, J = 9.0 Гц), 

8.04 (т, 1H, J = 8.4 Гц, CHAr-пара), 8.30 (т, 2H, J = 8.5 Гц, 2CHAr-пара). 

ЯМР 13C (СD3CN): 13.00, 19.58, 28.23, 48.60, 105.24, 108.60, 109.31, 110.31, 111.55, 139.82, 

140.27, 140.37, 140.87, 152.15, 152.95. 

ЯМР 19F (СD3CN): –73.91, –72.03. 

Масс-спектр (m/z, синапиновая кислота): 340 
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Гексафторфосфат гидроазадиоксотриангуления (2.120) 

Смесь гексафторфосфата 1,8-диметокси-9-(2,6-диметоксифенил)-10-(пропаргил)-

акридиния (130 мг, 0.233 ммоль) и гидрохлорида пиридиния (2 г, 17.3 ммоль) при 

перемешивании нагрели до температуры 200оС в атмосфере аргона. Нагревание 

продолжали в течение 2 ч. После охлаждения реакционной смеси до комнатной 

температуры добавили раствор HPF6 (50 мл воды и 5 мл НPF6) и перемешивали в течение 

15 мин. Осадок красного цвета отфильтровали и промыли водой, высушили на масляном 

насосе. (ТСХ в системе CHCl3:MeOH=5:1). Продукт очистили методом колоночной 

хроматографии на силикагеле в системе (CHCl3:MeOH=5:1+ 1% HPF6). Получили 90 мг 

(83%) красного кристаллического вещества. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 7.48 (д, 2H, J = 8.0 Гц), 7.50 (д, 2H, J = 8.2 Гц), 7.61 (д, 2H, J = 8.4 Гц), 

8.07 (т, 1H, J = 8.4 Гц, СНAr-пара), 8.22 (дд, 2H, J = 8.2, 8.0 Гц, 2СНAr-пара). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 105.73, 108.25, 108.72, 111.78, 112.13, 139.94 (2С), 140.55 (2С), 

152.10, 152.45. 

Масс-спектр (m/z, синапиновая кислота): 284. 
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Гексафторфосфат 1,8-диметокси-9-(2,6-диметоксифенил)-10-(4-иодфенил)акридиния 

(2.121) [234]. 

Смесь гексафторфосфата трис-(2,6-диметоксифенил)метилия (400 мг, 0,704 ммоль) и 4-

иоданилина (161 мг, 0.739 ммоль) растворили в 2,6-диметилпиридине (10 мл) и 

перемешивали в атмосфере аргона при температуре 140оС в течение 2 ч. После 

охлаждения реакционной смеси до комнатной температуры к реационной смеси добавили 

Et2O (15 мл) и гексан (15 мл) и перемешивали в течение 15 мин, после чего декантировали 

растворитель, маслянистый осадок растворили в ДХМ (200 мл), промыли водным 

раствором HPF6 (200 мл воды и 1 мл HPF6), высушили над Na2SO4 и удалили растворитель 

при пониженном давлении. Продукт использовали без дополнительной очистки. 

Получили 310 мг (61 %) темно-красного кристаллического вещества. 

Масс-спектр (m/z, CHCA): 578. 

N

O O

O
O

PF6
-

Py HCl N

PF6
-

O

O

I I

 

Гексафторфосфат азадиоксо-10-(4-иодфенил)триангуления (2.122) [234]. 

Смесь гексафторфосфата 1,8-диметокси-9-(2,6-диметоксифенил)-10-(п-иодфенил)-

акридиния (270 мг, 0.372 ммоль) и гидрохлорида пиридиния (2 г, 17,3 ммоль) при 

перемешивании нагрели до температуры 200оС в атмосфере аргона. Нагревание 

продолжали в течение часа. После охлаждения реакционной смеси до комнатной 

температуры к реакционной смеси добавили раствор HPF6 (50 мл воды и 5 мл 60% НPF6) и 

перемешивали в течение 15 мин. Осадок красного цвета отфильтровали и промыли водой, 

высушили на масляном насосе. (ТСХ в системе CHCl3:MeOH=5:1). Продукт очистили 

методом колоночной хроматографии на силикагеле в системе (CHCl3:MeOH=5:1+ 1% 

HPF6). Получили 160 мг (68 %) красно-оранжевого соединения. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 6.94 (д, 2H, J = 8.8 Гц), 7.49 (д, 2H, J = 8.6 Гц), 7.70 (д, 2H, J = 8.3 Гц), 

7.71 (д, 2H, J = 8.1 Гц), 8.23–8.26 (м, 3H), 8.29 (д, 2H, J = 8.6 Гц). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 98.31, 105.52, 108.12, 109.40, 111.08, 111.85, 130.18, 136.19, 140.36, 

140.80, 140.95, 141.25, 141.41, 151.99, 154.28. 

Масс-спектр (m/z, CHCA): 486. 
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Гексафторфосфат 10-[4-(5-карбоксипент-1-ин-1-ил)фенил]азадиоксотриангуления 

(2.123). 

Гексафторфосфат азадиоксо-10-(4-иодфенил)триангуления (175 мг, 0.277 ммоль) 

растворили в ДМФА (15 мл) и последовательно добавили гекс-1-ин-5-овую кислоту (93 

мг, 0.832 ммоль), CuI (26 мг, 0.136 ммоль) и Et3N (270 мкл, 1.941 ммоль). При тщательном 

перемешивании в атмосфере аргона к полученной смеси добавили 

тетракис(трифенил)фосфинпалладий (64 мг, 0.056 ммоль) и оставили перемешиваться на 

ночь при комнатной температуре. Ход реакции контролировали методом ТСХ в системе 

CHCl3:MeOH=5:1. Затем растворитель удалили при пониженном давлении, остаток 

растворили в ДХМ (30 мл) и промыли раствором HPF6 (30 мл воды и 0.5 мл HPF6). 

Органический слой отделили, высушили над Na2SO4 и упарили. Остаток очистили 

методом колоночной хроматографии на силигагеле в системе (CHCl3:MeOH=5:1+ 1% 

HPF6). Получили 70 мг (41 %) красно-оранжевого вещества. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 1.84 (м, 2H), 2.42–2.47 (м, 2H), 2.57 (т, 2Н, J = 7.0 Гц), 6.92 (д, 2H, J = 

8.8 Гц), 7.66 (д, 2H, J = 8.4 Гц), 7.71 (д, 2H, J = 8.4 Гц), 7.72 (д, 2H, J = 8.0 Гц), 7.9 (д, 2H, J 

= 8.4 Гц), 8.19–8.31 (м, 3H), 12.18 (с, 1H, СО2Н). 

Масс-спектр (m/z, синапиновая кислота): 470. 
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Гексафторфосфат (R) 10-[4-((2,4-дигидрокси-3,3-диметилбутил)амино-5-карбонил-

пент-1-ин-1-ил)фенил]азадиоксотриангуления (2.125). 

К раствору гексафторфосфат 10-[4-(5-карбокси-пент-1-ин-1-ил)фенил]азадиоксотриан-

гуления (150 мг, 0.243 ммоль) в ДХМ (15 мл) при перемешивании добавили 

пентафторфенол (54 мг, 0.293 ммоль). Реакционную смесь охладили до 0оС и добавили 

раствор дициклогексилкарбодиимида (54 мг, 0.293 ммоль) в ДХМ (5 мл). Ход реакции 

контролировали методом ТСХ в системе CHCl3:MeOH = 5:1. Образовавшийся осадок 

отфильтровали, промыли ДХМ (5 мл), фильтрат упарили и добавили к нему Et2O (20 мл) и 

гексан (20 мл). После затирания образовавшийся красный осадок отфильтровали и 

высушили на масляном насосе. Продукт использовали без дополнительной очистки. 

Получили 100 мг (53%) красного кристаллического вещества. 

К раствору (3R)-4-амино-2,2-диметилбутан-1,3-диола (21 мг, 0.14 ммоль) в ДХМ (30 мл) 

последовательно добавили Et3N (100 мкл) и гексафторфосфат 10-[4-((О-

пентафторфенил)5-карбокси-пент-1-ин-1-ил)фенил]азадиоксотриангуления (100 мг, 0.128 

ммоль). Ход реакции контролировали методом ТСХ в системе CHCl3:MeOH=5:1. 

Растворитель удалили при пониженном давлении, остаток очистили методом колоночной 

хроматографии на силигагеле в системе (CHCl3:MeOH=5:1+ 1% HPF6). Получили 35 мг 

(37 %) красного кристаллического вещества. 

ЯМР 1H (DMSO-d6): 0.79 (с, 3H, -CH3), 0.80 (с, 3H, -CH3), 1.83 (м, 2H), 2.30 (м, 2H), 2.55 (м, 

2H), 3.17–3.29 (м, 2H), 3.38–3.39 (м, 1H), 3.41–3.45 (м, 2H), 4.5 (с, 2H), 6.91 (д, 2H, J = 8.8 
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Гц), 7.68 (д, 2H, J = 8.6 Гц), 7.75 (м, 4H), 7.76–7.82 (м, 1H), 7.91 (д, 2H, J = 8.6 Гц), 8.24 (м, 

3H). 

ЯМР 13C (DMSO-d6): 18.44, 19.84, 21.04, 24.39, 34.32, 38.60, 41.32, 45.72, 68.10, 73.99, 

79.76, 93.21, 105.64, 108.24, 109.43, 111.05, 111.92, 126.22, 128.45, 134.67, 135.70, 140.97, 

141.39, 141.50, 152.07, 152.37, 171.69.  

ЯМР 19F (DMSO-d6.): –69.23, –71.12. 

Масс-спектр (m/z, синапиновая кислота): 585. 
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ВЫВОДЫ 

 
1. На основе S-связанных тритильных соединений синтезированы новые метки с 

регулируемой массой, отщепляемые и детектируемые в масс-спектрометре в виде 
стабилизированного карбокатиона (методом лазерной десорбции/ионизации). На 
примере мечения полимерной поверхности и дендримера показана возможность 
их использования для двоичного кодирования информации. 

2. Изучены реакции триарициклопропенилиевых катионов с нуклеофилами. 
Обнаружена неизвестная ранее перегруппировка трифенилциклопропенилиевого 
катиона под действием первичных аминов. Показана применимость S-связанных 
триарициклопропенилиевых аддуктов в качестве отщепляемых масс-
спектрометрических меток. На примере N-оксисукцинимидного эфира 6-
(трифенилциклопропенилтио)гексановой кислоты продемонстрировано успешное 
использование этого класса соединений для высокочувствительной детекции 
(предел обнаружения 30 амоль) низкомолекулярных аминов методом жидкостной 
хроматографии/масс-спектрометрии с промежуточной дериватизацией. 

3. Трис-(2,6-диметоксифенил)метилиевый катион предложен в качестве реагента 
для перманентной дериватизации и масс-спектрометрической детекции методом 
лазерной десорбции/ионизации различных классов биомолекул, содержащих 
аминогруппу – низкомолекулярных органических аминов, аминокислот, 
пептидов, фосфолипидов, пептидных и аминогликозидных антибиотиков, как в 
индивидуальном виде, так и в смеси. Дериватизация позволяет повысить 
чувствительность метода на 2–3 порядка. 

4. Показано успешное использование генерируемого in situ конъюгата трис-(2,6-
диметоксифенил)метилиевого катиона и N-(2-аминоэтил)малеимида для детекции 
тиол-содержащих органических соединений, лекарственных препаратов и их 
смесей, а также дисульфидов. 
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