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СИНТЕЗ СПИН-МЕЧЕНЫХ ЭМОКСИПИНА, МЕТИОНИНА, О-АНИЗИДИНА

Аннотация. Синтезированы спин-меченые (ацилированные 4-доксилпентановой кислотой) эмоксипин, метио-
нин, о-анизидин. Полученные соединения охарактеризованы с помощью физико-химических методов исследования 
(спектроскопия ядерного магнитного резонанса, электронного парамагнитного резонанса, инфракрасная и ультра-
фиолетовая спектроскопия и масс-спектрометрия). Синтезированные спин-меченые соединения могут быть исполь-
зованы для биохимических исследований с помощью ЭПР-спектроскопии.
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SYNTHESIS OF SPIN-LABELED EMOXYPINE, METHIONINE, О-ANISIDINE

Annotation. Spin-labeled (acylated with 4-doxylpentanoic acid) emoxypine, methionine, o-anisidine were synthesized. 
The compounds obtained were characterized using nuclear magnetic resonance spectroscopy, electron paramagnetic reso-
nance spectroscopy, infrared and ultraviolet spectroscopy and mass spectrometry. Synthesized spin-labeled compounds can 
be used for biochemical studies using EPR spectroscopy. 1
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Введение. Одним из направлений современной биоорганической химии является модифика-
ция биологически активных веществ с целью улучшения их свойств и возможности применения 
в биомедицинских исследованиях. Данная работа посвящена получению спин-меченых (ацили-
рованных 4-доксилпентановой кислотой) эмоксипина, метионина, о-анизидина и изучению их 
физико-химических характеристик. Введение фрагмента 4-доксилпентановой кислоты в молекулы 
антиоксидантов может привести к соединениям с повышенными антиоксидантными свойствами 
за счет комбинирования в одной молекуле фрагментов, обеспечивающих различные механизмы 
антиоксидантного действия. Нитроксильные радикалы обладают антиоксидантными свойства-
ми, обусловленными одноэлектронным окислительно-восстановительным циклом (рис. 1) [1, 2]. 
Они легко восстанавливаются до гидроксиламинов и окисляются до солей оксоаммония. Нитро- 
ксильные радикалы превращают супероксид-ион радикалы и их протонированные формы (такие 
как гидропероксильный радикал) в перекись водорода и кислород, таким образом действуя как 
миметики супероксиддисмутазы [3–5].

Фрагмент 4-доксилпентановой кислоты в составе сложной молекулы вследствие гидрофоб-
ной природы может способствовать трансмембранному транспорту соединений, а также откры-
вает потенциальные возможности визуализации их распределения в органах и тканях и химиче-
ских превращений (метаболизма) с помощью спектроскопии электронного парамагнитного резо-
нанса (ЭПР).

© Лисовская М. В., Кот Н. В., 2020 1
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Рис. 1. Окислительно-восстановительный цикл нитроксильных радикалов и их СОД-миметирующая активность

Fig. 1. Redox cycle of nitroxides and their SOD-like activity

Результаты и их обсуждение. В качестве спиновой метки была выбрана широко используемая 
для этой цели 4-доксилпентановая кислота 1 [6–9] ввиду возможности ацилирования аминов, 
спиртов и фенолов за счет карбоксильной группы. 4-Доксилпентановая кислота была синтезирова-
на по известной методике [9] из левулиновой кислоты. Структура полученной 4-доксилпентано-
вой кислоты была подтверждена данными ЯМР- и ИК-спектроскопии, масс-спектрометрии, ко-
торые соответствуют литературным данным. Для указанного соединения также были записа- 
ны спектры ЭПР в разных растворителях. Основные параметры спектра – интенсивность, форма 
и ширина резонансной линии, g-фактор, константы сверхтонкого взаимодействия различались 
при использовании различных растворителей (таблица).

Основные параметры спектров ЭПР 4-доксилпентановой кислоты в разных растворителях 

The main parameters of the EPR spectra of 4-doxylpentanoic acid in different solvents

Растворитель Интенсивность сигнала g-фактор Константа сверхтонкого взаимодействия, мТл

Этанол 345 2,0123 1,5079
Вода 65 2,0175 1,5191

Из приведенных данных видно, что спектр ЭПР 4-доксилпентановой кислоты зависит от по-
лярности среды, в которой находится нитроксильный радикал. Для раствора в более поляр- 
ной среде (вода) вклад «полярной» структуры (рис. 2, b), представляющей собой электрический 
диполь, выше, чем в менее полярной среде (спирт). Поэтому в более полярной среде неспарен-
ный электрон сильнее взаимодействует с парамагнитным 
ядром азота, чем в менее полярной. В результате этого рас-
щепление электронных уровней (и соответственно расстоя-
ние между линиями сверхтонкой структуры в спектре ЭПР, 
т. е. константа сверхтонкого взаимодействия) для молекул 
4-доксилпентановой кислоты в водной среде больше, чем 
в спиртовой [10].

Спин-мечение соединений с антиоксидантной активностью (метионина 2, эмоксипина 3, а также 
о-анизидина 4 как модельного соединения из класса аминофенолов) осуществлялось различными 
способами: хлорангидридом 4-доксилпентановой кислоты в присутствии пиридина; смешанным 
ангидридом, полученным из 4-доксилпентановой кислоты и изо-бутилхлорформиат, 2,5-диоксо-
пирролидин-1-ил(4-доксил)пентаноатом, полученным из 4-доксилпентановой кислоты и N-гидро- 
ксисукцинимида. Среди перечисленных опробованных методик наиболее оптимальные условия 
для синтеза соединений 5, 6 и 7 представлены на рис. 3.

Спин-меченые производные метионина, эмоксипина и анизидина (соединения 5, 6, 7 соответ-
ственно) выделены и охарактеризованы совокупностью физико-химических данных (ЯМР-, ИК-, 
УФ-спектроскопии, масс-спектрометрия).

N O N  O
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Рис. 2. Резонансные структуры 
нитроксильного радикала 

Fig. 2. Resonance structures of nitroxide
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Заключение. В ходе данной работы были синтезированы и охарактеризованы спин-меченые 
(ацилированные 4-доксилпентановой кислотой) эмоксипин, метионин, о-анизидин. Полученные 
производные соединений с антиоксидантной активностью и 4-доксилпентановой кислоты могут 
быть использованы для биохимических исследований с помощью ЭПР-спектроскопии.

Экспериментальная часть. Контроль за протеканием реакций и чистотой продуктов осу-
ществляли методом ТСХ на пластинках Kieselgel 60 F254 (Merck, Art. 5715). В качестве элюента 
были использованы различные растворители (гексан, этилацетат, хлороформ, ацетон, метанол) 
и их смеси. Выделение индивидуальных веществ осуществляли методом колоночной хромато-
графии на силикагеле Kieselgel 60, 0,015–0,040 mm (Merck, Art. 115111) с использованием в каче-
стве элюентов смесей тех же растворителей, что и для ТСХ.

Спектры ЯМР 1H и 13С записаны на приборе Bruker Avance 500 с рабочей частотой 500 и 125 МГц 
соответственно. Химические сдвиги приведены в δ-шкале по отношению к сигналу тетраметил-
силана, использованного в качестве внутреннего стандарта. Для описания типа наблюдаемых 
в спектрах сигналов применялись следующие сокращения: с – синглет, ушс – уширенный син-
глет, д – дублет, т – триплет, кв – квартет, м – мультиплет.

Спектры ЭПР записаны на приборе ADANICMS 8400 EPR Specrometer с рабочей частотой 
9475 МГц. ИК-спектры записаны на приборе Perkin Elmer FT-IR system Spectrum BX в пленках. 
Приведены частоты (см-1) только характеристических полос. Масс- и УФ-спектры взяты из ре-
зультатов ВЭЖХ на приборе Agilent Technologies 1200 с масс-селективным детектором Agilent 
Technologies 6400 Series Triple Quadrupole LC/MS и диодно-матричным детектором (степень чис- 
тоты полученных соединений составляет 95–97 %, на хроматограммах присутствуют незначи-
тельные сигналы примесей). Значения m/z приведены для наиболее интенсивных пиков.

2,5-диоксопирролидин-1-ил(4-доксил)пентаноат. Смесь 4-доксилпентановой кислоты 1 
(0,50 г, 2,48 ммоль), N-гидроксисукцинимида (0,29 г, 2,48 ммоль) и DCC (0,51 г, 2,48 ммоль) 
в 1,4-диоксане перемешивали при комнатной температуре в течение 10 ч. Выпавший осадок дицик- 
логексилмочевины отфильтровали, фильтрат упарили в вакууме. Целевой продукт очистили мето-
дом колоночной хроматографии на силикагеле, элюируя смесью хлороформа и ацетона (20:1→15:1). 
Выделили 0,48 г (65 %) конечного продукта в виде желтых кристаллов. Т. пл. 93–95 °С (хлоро-
форм). УФ спектр (MeOH, λmax, нм): 229,1. Масс-спектр (m/z): 300,1 (MH+); 185,0.

(4-доксилпентаноил)метионин (5). К раствору сукцинимидного эфира 4-доксилпентановой 
кислоты (79,7 мг, 0,266 ммоль) в 1,4-диоксане (3 мл) добавили раствор D, L-метионина 2 (39,9 мг, 
0,266 ммоль) в 5,3 мл 0,1 М водного раствора NaHCO3. Смесь перемешивали при комнатной тем-
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Рис. 3. Синтез спин-меченых эмоксипина, метионина, о-анизидина

Fig. 3. Synthesis of spin-labeled emoxypine, methionine, о-anisidine
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пературе в течение 30 мин. Затем смесь обработали 1 М раствором HCl до pH∼3 и проэкстраги-
ровали продукт 5 хлороформом. Раствор высушили над безводным сульфатом натрия и упарили 
при пониженном давлении. Выделили 76,9 мг (90 %) конечного продукта 5 в виде желтого масла. 
Спектр 1H ЯМР (500 МГц, CDCl3, δ, м.д.): 1,26 (6H, с, (−CH3)2); 2,08 (3H, с, −CH3); 2,17 (3H, с, −SCH3); 
2,46–2,56 (6H, м, 3 −CH2); 2,79 (2H, т, J = 6,3 Гц, −CH2−); 3,61 (2H, с,−ОCH2−); 4,51 (1H, кв, J = 6,5 Гц, 
−CH); 6,55 (1H, ушс). Спектр 13C ЯМР (125 МГц, CDCl3, δ, м.д.): 15,53 (−CH3), 18,95 (−CH3); 
29,83 (−CH2); 30,04 (−CH3); 30,32 (−CH2); 31,91 (−CH2); 38,52 (−SCH2); 52,95 (−SCH3); 55,57 (−CHNH); 
64,62 (−ОCH2); 101,55 (C); 172,62 (CОNH); 176,77 (CООH); 208,38 (C). ИК-спектр (пленка, ν, см–1): 
3300, 1719, 1651, 1550, 1447, 1427, 1412, 1385, 1222, 1053. УФ-спектр (MeOH, λmax, нм): 230,0. Масс-
спектр (m/z): 334,1 (MH+).

(4-доксилпентаноил)хлорид. К раствору 4-доксилпентановой кислоты 1 (0,125 г, 0,618 ммоль) 
в хлороформе (5 мл) добавили хлористый оксалил (0,11 мл; 1,24 ммоль). Реакционную смесь кипя-
тили с обратным холодильником в течение часа. После окончания реакции хлороформ и избыток 
хлористого оксалила отогнали при пониженном давлении. Получили 0,146 г (100 %) сырого хло-
рангидрида в виде масла янтарного цвета. Продукт без дополнительной очистки использовали 
на следующей стадии.

(6-метил-2-этилпиридин-3-ил)4-доксилпентаноат (6). К раствору хлорангидрида 4-док-
силпентановой кислоты (41,7 мг, 0,176 ммоль) в пиридине (2 мл) добавили эмоксипин 3 (24,5 мг, 
0,176 ммоль). Смесь перемешивали в течение 8 ч. Затем к смеси добавили хлороформ (20 мл) 
и промыли водой, подкисленной HCl до ~ pH 5 (пять раз по 70 мл). Раствор высушили над без- 
водным сульфатом натрия и упарили при пониженном давлении. Выделили 48,2 мг (85 %) конеч-
ного продукта 6 в виде желтого масла. Спектр 1H ЯМР (500 МГц, CDCl3, δ, м.д.):1,22 (3H, т, 
J = 7,5 Гц, −CH2−CH3); 1,40 (6H, с, (−CH3)2); 2,22 (3H, с, −CH3); 2,52 (3H, с, −CH3); 2,59 (2H, т, 
J = 6,6 Гц, −CH2); 2,71 (2H, кв, J = 7,6 Гц, −CH2−CH3); 2,76 (2H, т, J = 6,6 Гц, −CH2); 3,77 (2H, с, 
−ОCH2); 7,00 (1 H, д, J = 8,3 Гц, H-аром.); 7,24 (1H, д, J = 8,0 Гц, H-аром.). Спектр 13C ЯМР (125 МГц, 
CDCl3, δ, м.д.): 13,23 (−CH3); 22,95 (−CH3); 23,96 (−CH3); 25,84 (−CH3); 26,06 (−CH2); 28,07 (−CH3); 
33,87 (−CH2); 37,94 (−CH2); 75,91 (−ОCH2); 99,80(C); 121,51 (−CH-аром.); 130,27 (−CH-аром.); 
143,00 (C-аром.); 154,84 (C-аром.); 155,44 (C-аром.); 174,80 (−CОО−); 200,36(C). УФ-спектр (MeOH, 
λmax, нм): 215; 275. Масс-спектр (m/z, MH+): 322,2.

N-(2-метоксифенил)-4-доксил-пентанамид (7). К раствору 4-доксилпентановой кислоты 1 
(123,2 мг, 0,609 ммоль) в тетрагидрофуране (5 мл) добавили триэтиламин. Смесь охладили до –18 °С 
и добавили изобутилхлорформиат. Смесь оставили при –18 °С на 20 мин, выпавший осадок от-
фильтровали. Фильтрат добавили к раствору о-анизидина 4 (75 мг, 0,609 ммоль) в тетрагидрофу-
ране (1 мл). Смесь перемешивали при комнатной температуре в течение 2 ч. Затем растворитель 
упарили при пониженном давлении. Целевой продукт 7 очистили методом колоночной хромато-
графии на силикагеле, элюируя смесью хлороформа и ацетона (20:1). Выделили 0,15 г (80 %) ко-
нечного продукта в виде оранжевого масла. Спектр 1H ЯМР (500 МГц, CDCl3, δ, м.д.): 1,18 (6Н, с, 
−CH3×2); 2,31 (3Н, с, −CH3); 2,76 (2Н, т, J = 6,4 Гц, −CH2); 2,97 (2Н, т, J = 6,3 Гц, −CH2); 3,98 (5Н, с, 
−ОCH3 и −ОCH2); 6,92–7,15 (4Н, м, CH-аром.×4); 8,40 (1Н, уш.с, −NH). Спектр 13C ЯМР (125 МГц, 
CDCl3, δ, м.д.): 28,42 (−CH3); 29,73 (−CH2); 36,83 (−CH2); 54,31 (−ОCH3); 108,24 (CH-аром.); 
118,44 (CH-аром.); 119,32 (CH-аром.); 122,19 (CH-аром.); 146,62 (C-аром.); 168,17 (C-аром.); 205,73 
(−CONH). Масс-спектр (m/z): 308,2 [MН + ]. УФ спектр (MeOH, λmax, нм): 205, 244, 282.
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