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СИНТЕЗ ДЕЙТЕРИРОВАННОГО МЕТИЛХЛОРФОРМИАТА
Большинство аналитических методов метаболомики позволяют определить относительное содержание метабо-

литов в биологических образцах, либо требуют использования нескольких внутренних стандартов. Для количе-
ственного определения метаболитов необходимо определение абсолютных концентраций. Для этих целей применя-
ются газохроматографические методы разделения продуктов взаимодействия метаболитов с метилхлорформиатом  
и их масс-детекция с использованием дейтерированных аналогов в качестве внутренних стандартов. Нами синтези-
рован дейтерированный метилхлорформиат – реагент для абсолютного количественного метаболомического анали-
за на основе газовой хроматографии с масс-детекцией. Предложенный метод позволяет получать дейтерометилхлор-
формиат в индивидуальном состоянии с высокими выходами.
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SYNTHESIS OF DEUTERIUM LABELLED METHYL CHLOROFORMATE

Most analytical methods in metabolomics allow determination of relative intensities or require several internal standards  
of metabolites. For quantitative analysis, determination of absolute concentrations is required. For this purpose, the gas 
chromatography/tandem mass spectrometry methods are used, based on methyl chloroformate derivatization and quantification by 
spiking samples with metabolite standards separately derivatized with deuterated derivatization reagents. Described herein is the 
synthesis of deuterated methyl chloroformate – the reagent for absolute quantitative metabolite analysis by gas chromatography-
mass spectrometry. The method allows preparation and isolation of deuteromethylchloroformate with high yields.
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Введение. Метаболомика как инструмент постгеномной эры является молодой и динамично 
развивающейся областью науки в ее экспоненциальной фазе роста. Сегодня подходы к изучению 
метаболома и аналитические методы представляют огромный интерес в области медицины (ди-
агностика и терапия раковых заболеваний, токсикология, трансплантация органов), производ-
ства продуктов питания, а также сельского хозяйства.

Для исследований в области метаболомики требуется анализ биологических образцов, кото-
рые представляют собой сложные смеси большого числа метаболитов на фоне высоких концен-
траций солей, белков и других биомолекул. Поэтому эффективные хроматографические методы 
являются неотъемлемой частью любого метаболомического метода.

Газохроматографические методы анализа с масс детекцией (ГХ-МС) нашли широкое применение 
в метаболомике [1–4] благодаря сочетанию относительно невысокой стоимости оборудования и вы-
сокого качества разделения аналитов. Наиболее популярным методом химической модификации 
аналитов с их последующим ГХ-МС анализом является метод силилирования, приводящий к значи-
тельному снижению температур кипения модифицированных биомолекул, что делает этот метод 
удобным в анализе широкого спектра метаболитов. Однако стабильность таких производных отно-
сительно невысока, что сильно сказывается на времени хранения образцов перед непосредственным 
их анализом [5]. Альтернативный метод карбометоксилирования метилхлорформиатом зарекомен-
довал себя как надежный метод в метаболомическом анализе и получил широкое распространение  
в анализе метаболитов [6]. Подход с применением метилхлорформиата используется в анализе по-
лярных метаболитов, таких как аминокислоты, органические кислоты, включая жирные кислоты, 
органические амины, а также некоторые фенольные производные.
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Как	и	любой	аналитический	метод,	ГХ-МС	преследует	цель	абсолютного	количественного	
определения	 концентраций	 аналитов.	 Однако	 данный	 подход	 требует	 наличия	 внутреннего	
стандарта	для	каждого	метаболита.	Как	правило,	внутренними	стандартами	являются	изотоп-
но-меченные	аналоги	аналитов,	которые	прибавляются	к	анализируемой	смеси	в	известном	ко-
личестве.	 В	 случае	 анализа	 метаболитов,	 когда	 количество	 аналитов	 может	 достигать	 сотен,	
применение	внутренних	стандартов	 сильно	ограничено	стоимостью	или	чаще	всего	их	малой	
доступностью.	 Поэтому	 для	 многих	 анализов	 в	 метаболомике	 используются	 так	 называемые	 
относительные	 концентрации	 метаболитов,	 когда	 интенсивности	 хроматографических	 пиков	
метаболитов	нормализуют	к	предварительно	выбранному	веществу,	используемому	в	качестве	
внутреннего	стандарта.

В	2010	году	описан	метод	[7],	в	котором	использовали	дейтерированный	метилхлорформиат	
(DMCF)	в	анализе	метаболитов	с	помощью	ГХ-МС	с	последующим	расчетом	абсолютных	значе-
ний	 концентраций.	 Дейтерированный	 метилхлорформиат,	 использованный	 в	 данном	 методе,	
синтезирован	 из	 коммерчески	 доступного	 реагента	 20 %-ного	 раствора	 фосгена	 в	 толуоле.	
Общий	выход	продукта	реакции	составил	менее	7	%.	При	этом	была	получена	азеотропная	смесь	
метилхлорформиата	 и	 толуола,	 а	 чистое	 вещество	 не	 выделено.	Получение	 дейтерированного	
метилхлорформиата	в	чистом	виде	до	сих	пор	не	было	описано.

Дейтерированный	 метилхлорформиат	 –	 ценный	 продукт,	 который	 способен	 модифициро-
вать	метаболиты	с	одновременным	введением	изотопной	метки	в	состав	биомолекулы	по	схеме,	
представленной	на	рис.	1.

Дополнительный	интерес	к	данной	реакции	вызывает	тот	факт,	что	количество	введенных	
атомов	дейтерия,	а	также	селективность	введения	метки	в	гидрокси-,	карбокси-	и	аминогруппы	
можно	контролировать,	используя	частично	дейтерированный	метилхлорформиат.	Данный	под-
ход	может	стать	мощным	вспомогательным	инструментом	в	установлении	структур	неизвест-
ных	метаболитов	с	помощью	масс-спектрометрии.

По	этой	причине	нашей	задачей	стала	разработка	и	оптимизация	методики	синтеза	дейтери-
рованного	метилхлорформиата	с	последующим	его	применением	в	абсолютном	количественном	
определении	метаболитов	с	использованием	ГХ-МС.

Рис.	1.	Модификация	гидроксильных,	карбоксильных	и	аминогрупп	биомолекул	и	метаболитов	с	помощью	DMCF

Fig.	1.	Modification	of	hydroxy,	carboxy	and	amino	groups	of	biomolecules	and	metabolites	with	DMCF
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и оборудование. В работе использовали толуол, тетрабутиламмония хлорид 

(Sigma-Aldrich), трифосген (GL Biochem (Shanghai) Ltd., Китай), дейтерометанол-d4 (Cambridge 
Isotope Laboratories, Inc., США). Спектры ЯМР регистрировали на мультиядерном Фурье-ЯМР-
спектрометре высокого разрешения Bruker-Biospin AVANCE-500.

Синтез дейтерированного метилхлорформиата. В круглодонной колбе-реакторе 5,1 г  
(17 ммоль) трифосгена смешивали с 10 мл крезола и 40 мг (0,14 ммоль) тетрабутиламмония 
хлорида. Колбу-реактор соединяли с колбой-приемником поливинилхлоридным шлангом  
и погружали в баню с ацетоном и сухим льдом (-60 °С) для конденсации фосгена. Систему со-
единяли с атмосферой через хлоркальциевую трубку. Смесь тетрабутиламмония хлорида  
и трифосгена в ксилоле периодически нагревали до 40 °С в течение 10–15 мин. Спустя 15 мин 
начиналось плавное разложение трифосгена, и газообразный фосген конденсировался в кол-
бе-приемнике. При сильном нагревании колбы разложение трифосгена протекает бурно,  
и часть фосгена может быть потеряна. К жидкому фосгену на бане с ацетоном и сухим льдом 
прикапывали 550 мкл (13 ммоль) дейтерометанола в течение 10 мин. Реакционную смесь остав-
ляли для отогревания до комнатной температуры при постоянном перемешивании в течение 
часа. Колбу с полученной реакционной смесью снабжали обратным холодильником и кипяти-
ли в течение 15 мин до полного удаления газообразных продуктов. Далее дейтерированный 
метилхлорформиат перегоняли; собрали фракцию с температурой кипения 71–73 °С. Масса 
полученного продукта составила 2,3 г. 

13C ЯМР(CDCl3): δ 150,36 (s,), 56,71 (sep, J=22,9 Гц).
Результаты и их обсуждение. В то время как метилхлорформиат является коммерческим 

продуктом, его дейтерированный аналог малодоступен, а описанные в литературе методики его 
синтеза нерациональны и малоэффективны. Нами был осуществлен синтез дейтерированного 
метилхлорформиата по двустадийной схеме, представленной на рис. 2.

На первой стадии происходит каталитическое разложение трифосгена четвертичной аммо-
нийной солью до газообразного фосгена, который затем собирается при пониженной температу-
ре. Жидкий фосген вступает в реакцию с дейтерометанолом с образованием дейтерированного 
метилхлорформиата.

Разработанная нами методика позволила получить чистый продукт с общим выходом  
70 %, что на порядок превышает выход продукта по сравнению с описанной ранее методи-
кой. Несомненным преимуществом нашего подхода является получение продукта в индиви-
дуальном состоянии, а не в виде раствора, что позволяет его охарактеризовать и делает его 
использование гораздо более удобным. Нескольких грамм DMCF достаточно для анализа со-
тен образцов по методике Smart et al. [6]. Более того, при необходимости методика синтеза 
DMCF может быть легко масштабирована. Хотя химический синтез и связан с получением 
промежуточных высокотоксичных веществ, в условиях проведения реакции без выделения 
промежуточные продукты не оказывают вредного воздействия на здоровье человека, а цен-
ность полученного продукта оправдывает затраты на материалы и тщательную подготовку 
эксперимента с учетом соблюдения всех правил техники безопасности. Применение данного 
продукта позволяет значительно увеличить ценность и значимость метаболомических дан-
ных, получаемых в экспериментах с использованием метилхлорформиата в качестве моди-
фицирующего реагента.

Рис. 2. Схема синтеза DMCF

Fig. 2. Scheme of DMCF synthesis
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