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ВВЕДЕНИЕ
Синтетические олигонуклеотиды в настоящее

время нашли широкое применение в различных
областях молекулярной биологии, биотехнологии
и медицины. На данный момент более 10 олиго-
нуклеотидных препаратов уже одобрены органи-
зацией FDA (Food and Drug Administration), а бо-
лее 40 препаратов находятся на различных стадиях
клинических испытаний [1–3]. Для терапевти-
ческого применения олигонуклеотидов особое
значение имеют такие свойства, как химическая
и энзиматическая устойчивость, эффективность
проникновения в клетки и биораспределение, ко-
торые достигаются введением различных модифи-
каций в состав создаваемых НК-конструкций [4].

Существует множество путей введения хими-
ческих модификаций в структуру олигонуклеоти-
дов [5, 6], при этом реализация большинства из
них зачастую является отдельной синтетической

задачей. Разработка подходов, позволяющих уни-
фицировать процедуру введения различных моди-
фикаций и их комбинаций в состав олигонуклеоти-
да, является актуальным технологическим этапом, а
применение способов, совместимых с протоколами
твердофазного амидофосфитного синтеза, позво-
лит сделать создание различных олигонуклеотид-
ных конструкций рутинной процедурой.

В Институте химической биологии и фунда-
ментальной медицины СО РАН был разработан
новый класс НК-производных – фосфорилгуа-
нидиновые олигонуклеотиды [7]. Для их получе-
ния использовали окисление фосфиттриэфирной
группы (промежуточного продукта олигонуклео-
тидного синтеза) тетразмещенным диаминокарбе-
нийазидом по реакции Штаудингера. В настоящее
время эффективность данного подхода продемон-
стрирована на примере коммерчески доступно-
го диаминокарбенийазида – гексафторфосфата
2-азидо-1,3-диметилимидазолидиния (ADMP) [8].
Новый класс соединений и метод их получения
в настоящий момент запатентованы в России и
Японии и находится на стадии патентования в
национальных ведомствах других стран [9].

Данный подход позволяет вводить замещенные
гуанидиновые остатки по межнуклеотидному фос-

Сокращения: ADMP – гексафторфосфат 2-азидо-1,3-ди-
метилимидазолидиния; CPG – стекло с контролируемым
размером пор (controlled pore glass); DIPEA – N,N-диизо-
пропилэтиламин; НК – нуклеиновая кислота; офВЭЖХ –
обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хро-
матография.
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фату олигонуклеотидной цепи с высокой эффек-
тивностью, даже в случае получения олигонуклео-
тидов с полностью модифицированным остовом.
Реакция не требует применения высококонцен-
трированных растворов и нагревания, что позво-
лило адаптировать метод введения данной моди-
фикации к автоматическому синтезу олигонук-
леотидов на ДНК/РНК-синтезаторах.

Данная статья посвящена разработке схемы
синтеза различных тетразамещенных диамино-
карбенийазидов и получения новых представите-
лей класса фосфорилгуандиновых олигонуклео-
тидов по реакции Штаудингера.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение тетразамещенных диаминокарбений-
азидов. В настоящее время единственным коммер-
чески доступным диаминокарбенийазидом явля-
ется ADMP (рис. 1а), используемый для введения
1,3-диметилимидазолидиновой группы в состав
олигонуклеотидного остова (рис. 1б). Для получе-
ния фосфорилгуанидиновых производных с дру-
гими заместителями (рис. 1в) необходимо разра-
ботать схему синтеза соответствующих диамино-
каребнийазидов.

Для синтеза набора азидов-модификаторов,
несущих различные заместители, была выбрана
схема, включающая следующие этапы: получение
замещенной мочевины, конвертацию мочевины
в соответствующий диаминокарбенийхлорид и
замещение атома хлора на азидогруппу.

Учитывая трудоемкость получения несиммет-
ричных замещенных мочевин, было решено ис-
пользовать различные вторичные амины как исход-
ные соединения, содержащие различные функцио-
нальные остатки. В качестве карбонилирующего
агента был выбран тиофосген (рис. 2, стадия (1)).
Далее взаимодействием с оксалилхлоридом тио-
мочевины конвертировали в диамиокарбений-
хлориды (рис. 2. стадия (2)), так называемые соли

Вильсмайера [10]. Для получения диаминокарбе-
нийазидов действием азида натрия замещали атом
хлора на азидогруппу (рис. 2, стадия (3)) [11].

В качестве исходных соединений для получе-
ния целевых азидов были выбраны вторичные
амины с алкильными заместителями различной
длины (рис. 3, (IIIa–VIa)), а также тетраметилмо-
чевина (рис. 3, (Ib)) и коммерчески доступная соль
Вильсмайера (рис. 3, (IIc)) для синтеза азидов по
сокращенной схеме. На первой стадии синтеза
взаимодействием тиофосгена с избытком вторич-
ного амина получали симметричные тетразаме-
щенные тиомочевины (IIIb–VIb). Для связывания
образующегося HCl в реакционную смесь добав-
ляли N,N-диизопропилэтиламин (DIPEA) либо,
если образующаяся соль используемого амина (Va)
и (VIa) выпадала в осадок, вносили дополни-
тельное количество такого амина. Получаемые
тиомочевины отделяли от избытка амина и по-
бочных продуктов методом колоночной хромато-
графии. Полноту протекания реакций и чистоту
образующихся продуктов контролировали при
помощи анализа методами ТСХ и 1H-ЯМР.

На следующей стадии взаимодействием тио-
мочевин с оксалилхлоридом получали диамиокар-
бенийхлориды, так называемые соли Вильсмайе-
ра. В ходе реакции образуются газообразные CO
и CSO, что позволяет избежать необходимости
очистки целевого продукта от продуктов дегра-
дации используемого реагента. Кроме того, окса-
лилхлорид обладает достаточно низкой темпера-
турой кипения (61°C), что позволяет отделять его
избыток от реакционной смеси при упаривании.
В данной реакции образуется соль Вильсмайера с
анионом Cl–, но для повышения растворимости
конечного продукта в органических растворите-
лях противоион замещали на гексафторфосфат в
реакции обмена с солью KPF6 [12], после чего от-
деляли реакционную смесь от осадка хлорида ка-
лия фильтрованием.

Рис. 1. (а) – Гексафторфосфат 2-азидо-1,3-диметилимидазолидиния (ADMP) – единственный коммерчески доступ-
ный диаминокарбенийазид; (б) – фосфорилгуанидиновое производное олигонуклеотида c 1,3-диметилимидазолиди-
новой группой; (в) – фосфорилгуанидиновое производное олигонуклеотида с различными заместителями R1–R4.

(a) (б) (в)N3

N
N

N

N

N

N

N

PF6
–

N+

B B

P P

O

O O

O

O

O

O

O

O

O

R2

R1

R3

R4



186

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 2  2021

ЖУКОВ и др.

Поскольку соли Вильсмайера обладают край-
не высокой реакционной способностью, данные
соединения не выделяли, и после фильтрования и
упаривания получаемую реакционную смесь вво-
дили в реакцию с азидом натрия для замещения
атома хлора на азидогруппу. Азид натрия мало рас-
творим в органических растворителях, поэтому
для проведения реакции использовали суспензию

азида натрия в ацетонитриле. Анализ 1H-ЯМР-
спектров полученных азидов показал, что сигна-
лы, соответствующие примесям непрореагиро-
вавших веществ и возможным продуктам их де-
градации, составляют не более 10% от суммарной
интенсивности. Таким образом, реакции получе-
ния соли Вильсмайера и замещения атома хлора
на азидогруппу протекают с высокой эффектив-
ностью.

C использованием разработанной синтетиче-
ской схемы был получен набор из шести азидов-
модификаторов (рис. 4).

Использование синтезированных азидов для
введения модификаций в состав олигонуклеоти-
дов. Для проверки эффективности протекания
реакции Штаудингера с использованием полу-
ченных азидов-модификаторов были синтезирова-
ны модельные октатимидилаты 5'-T*TTTTTTT-3'
(рис. 5). После этапа присоединения мономера
стадию окисления не проводили, автоматический
синтез останавливали, реактор вынимали из син-
тезатора, полимерный носитель (CPG) с иммоби-
лизованным фосфиттриэфиром переносили из
реактора в пластиковую пробирку и проводили
реакцию Штаудингера с раствором диамиокарбе-
нийазида. Затем переносили носитель в реактор
для синтеза олигонуклеотидов, после чего про-
должали обработки в рамках автоматизированно-
го твердофазного синтеза.

Эффективность введения модификации (кон-
версию) оценивали по профилю офВЭЖХ как от-
ношение площади пика, соответствующего моди-

Рис. 2. Схема получения диаминокарбенийазидов: (1) – получение тиомочевины; (2) – получение соли Вильсмайера;
(3) – замещение атома хлора на азидогруппу.
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фицированному олигонуклеотиду, к суммарной

площади пиков на хроматограмме. Для обеспече-

ния введения модификации с эффективностью

не менее 50% при проведении реакции Штаудин-

гера в большинстве случаев использовали концен-

трированные 1 М растворы азидов-модификато-

ров в ацетонитриле при умеренном нагревании

(40°С). Условия, значения конверсии введения

модификаций, а также результаты масс-спек-

трометрии полученных представителей класса

Рис. 4. Библиотека синтезированных диаминокарбенийазидов.
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фосфорилгуанидинов представлены в табл. 1.
Кроме того, в табл. 1 приведено значение конвер-
сии при использовании коммерчески доступного
азида ADMP, получаемое при введении модифи-
кации в ручном режиме по описанному выше про-
токолу. Стоит отметить, что при проведении ре-
акции с ADMP в автоматическом режиме синтеза
значения конверсии превышают 99% [8].

Анализируя значения конверсии, можно вы-
явить закономерность: эффективность введе-
ния модификации падает с нарастанием разме-
ра алкильных заместителей, что можно объяснить
стерическими затруднениями при взаимодей-
ствии азида с фосфиттриэфирной группой в со-
ставе растущей олигонуклеотидной цепи. В слу-
чае азида (VI), содержащего четыре гексильных
заместителя, реакция Штаудингера не протекает
вовсе (конверсия 0%). Для азида (V), содержаще-
го две метильные и две объемные додецильные
группы, при проведении реакции в течение 1 ч при
40°С наблюдалось низкое значение конверсии
(10%), и только при повышении температуры до
50°С и существенном увеличении времени (6 ч)
эффективность введения модификации увели-
чилась до 50%. В то же время для азида (II), со-
держащего компактные циклические заместите-
ли, высокое значение конверсии (~90%) было
достигнуто при 40°С и более низкой концентра-
ции азидопроизводного (0.25 М).

На рис. 6а представлены профили офВЭЖХ
реакционных смесей полученных модифициро-
ванных олигонуклеотидов. Пик со временем удер-
живания 6.8 мин соответствует немодифициро-
ванному олигонуклеотиду (градиент ацетонитрила
0–50% за 15 мин). Более гидрофобные фосфорил-
гуанидиновые олигонуклеотиды имеют большее
время удерживания, увеличивающееся с нараста-
нием размера алкильных заместителей. Для ана-
лиза наиболее гидрофобного производного (OV),
содержащего додецильные остатки, был исполь-
зован градиент ацетонитрила 0–90% (рис. 6б).

Несимметричность (OI, OIV, OV) или раздво-
енность (OII, OIII) пиков, соответствующих целе-
вым продуктам синтеза, обусловлена существова-
нием двух диастереомерных форм мономодифици-
рованных олигонуклеотидов, имеющих различное
время удерживания.

Кроме того, был проведен эксперимент по ис-
следованию электрофоретической подвижности
синтезированных олигонуклеотидов в условиях
денатурирующего ПААГ-электрофореза (рис. 7).
Меньшая электрофоретическая подвижность мо-
дифицированных олигонуклеотидов в сравнении
с нативным олигонуклеотидом равной длины
объясняется наличием в них незаряженной фос-
форилгуанидиновой группы. Снижение суммар-
ного заряда олигонуклеотида при сохранении его
длины приводит к уменьшению электрофорети-
ческой подвижности. С нарастанием размеров
алкильных заместителей подвижность уменьша-
ется незначительно.

Влияние предварительного элиминирования ци-
анэтильной группы на эффективность конверсии
реакции модификации олигонуклеотидов. В перво-
начально проведенных экспериментах по введе-
нию модификации на примере азида (II) даже в
сравнительно жестких условиях (1 М, 40°С, 1 ч)
значения конверсии не превышали 50%, а в каче-
стве единственного побочного продукта присут-
ствовал соответствующий немодифицированный
олигонуклеотид (рис. 8, кривая 1).

При этом в случае использования азида (VI),
когда обнаружить целевой продукт не удавалось
вовсе, на хроматографическом профиле реакци-
онной смеси можно отчетливо наблюдать два пи-
ка, соответствующих продуктам деградации не-
окисленного фосфиттриэфирного производного.
Такой же профиль хроматографии наблюдался в
случае контрольного эксперимента, в котором при
синтезе октатимидилата последнее звено вводили
без проведения стадии окисления (рис. 8, кривая 2).
Данное наблюдение позволило предположить,

Таблица 1. Эффективность введения различных модификаций олигонуклеотида 5'-T*TTTTTTT-3' (* – место
введения модификации по межнуклеотидному фосфату) и результаты масс-спектрометрического анализа моди-
фицированных олигонуклеотидов

Примечание: для олигонуклеотида (OVI) не приведены значения массы, т.к. масс-спектр не регистрировали.

Шифр азида Шифр олигонуклеотида Условия Конверсия, % Mr (теор), г/моль Mr (эксп), г/моль

(I) (OI) 1 М, 40°С, 1 ч ~80 2467.5 2467.5

(II) (OII) 0.25 М, 40°С, 1 ч ~90 2519.5 2519.4

(III) (OIII) 1 М, 40°С, 1 ч ~70 2547.6 2547.6

(IV) (OIV) 1 М, 40°С, 1 ч ~60 2635.8 2635.7

(V) (OV) 1 М, 50°С, 6 ч ~50 2775.9 2775.8

(VI) (OVI) 1 М, 40°С, 1 ч 0 – –

ADMP (OVII) 0.1 М, 40°С, 1 ч ~90 2465.4 2465.5

– T8 – – 2370.4 2370.4
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Рис. 6. (а) – Профили офВЭЖХ олигонуклеотидов (OI–OIV). Градиент ацетонитрила 0–50% за 15 мин; (б) – профиль
офВЭЖХ олигонуклеотида (OV). Градиент ацетонитрила 0–90% за 15 мин. T8 – контрольный октатимидилат.
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Рис. 7. Подвижность модифицированных олигонуклеотидов (OI–OV) и (OVII), а также контрольного немодифици-
рованного олигонуклеотида (T8) в условиях денатурирующего электрофореза в 15%-ном ПААГ.
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что низкие значения конверсии реакции моди-
фикации азидом (II) объясняются не низкой ре-
акционной способностью используемого азида, а
щелочным гидролизом получающегося фосфазе-
нового производного (промежуточного продукта
реакции Штаудингера) при финальном деблокиро-
вании синтезируемого олигонуклеотида водным
раствором аммиака или метиламина (рис. 9, (1)).

Для предотвращения протекания данной по-
бочной реакции в протокол синтеза модифици-
рованной олигонуклеотидной цепи после про-
ведения реакции Штаудингера был введен этап
обработки 10%-ным раствором DIPEA в ацето-
нитриле в течение 20 мин при 40°С для элими-
нирования защитной цианэтильной группы, что
приводило к превращению фосфазенового остатка
в стабильный фосфорилгуанидин еще до прове-
дения финального деблокирования олигонукле-
отда [13] (рис. 9, (2)).

Предварительное элиминирование цианэтиль-
ной группы привело к увеличению конверсии до
значений >90%. В дальнейшем при введении всех

модификаций использовали обработку 10%-ным
раствором DIPEA в ацетонитриле. Значения кон-
версии, представленные в табл. 1, соответствуют
экспериментам, проведенным с предварительным
элиминированием цианэтильной группы до фи-
нального деблокирования олигонуклеотидного
производного.

Еще одним наблюдением является увеличение
выхода целевого продукта при синтезе олигонук-
леотида с модификацией межнуклеотидного зве-
на, отличного от 5'-терминальной позиции, даже
без этапа обработки раствором DIPEA. Так, для
олигонуклеотида 5'-TT*TTTTTTT-3' конверсия
составила 70%. Данное наблюдение однозначно
указывает на возможность протекания процесса
элиминирования цианэтильной группы в составе
фосфазенового остатка при прохождении полного
синтетического цикла по стандартному амидо-
фосфитному протоколу.

При синтезе модельного олигонуклеотида
5'-T*TTTTTTT-3' по протоколу с двукратно уве-
личенным этапом кэпирования, следующим сра-

Рис. 8. Профили офВЭЖХ олигонуклеотидов: 1 – введение модификации с использованием азида (II) без предвари-
тельного элиминирования (5'-T*TTTTTTT-3'); 2 – контрольный эксперимент, последний мономер присоединяли без
стадии окисления (5'-T*TTTTTTT-3'). T8 – контрольный октатимидилат. Градиент ацетонитрила 0–50% за 15 мин.
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зу после этапа реакции Штаудингера, конверсия
возросла до 90%. Вероятно, раствор N-метилими-
дазола в пиридине, обработка которым является
частью протокола кэпирования, способен обес-
печивать элиминирование цианэтильной группы
при атоме фосфора в составе фосфазенового про-
изводного, чего не наблюдается в случае менее
реакционноспособного “немодифицированного”
фосфиттриэфирного звена растущей цепи.

Таким образом, при синтезе фосфорилгуаниди-
новых олигонуклеотидов возможно проводить не-
обходимый этап элиминирования защитной груп-
пы в автоматическом режиме, используя растворы
и регенты, применяемые в стандартном амидофос-
фитном протоколе олигонуклеотидного синтеза.

Интересно отметить, что для различных азидов
степень влияния предварительного этапа β-элими-
нирования на значение конверсии различна. Так,
при использовании азида ADMP значения конвер-
сии синтеза олигонуклеотида 5'-T*TTTTTTT-3' с
этапом β-элиминирования и при его отсутствии
составляют 90 и 60% соответственно. Вероятно,
алкильные заместители при гуанидиновом остатке
в составе получаемого фосфазенового производ-
ного способны влиять на распеределение между
продуктами щелочного гидролиза при финаль-
ном деблокировании синтезируемого олигонук-
леотида.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и растворители. В работе были ис-
пользованы следующие реагенты и растворители:
гексафторфосфат калия, дигексиламин, N-гептил-
метиламин, N-додецилметиламин, пиперидин,
гексафторфосфат хлородипирролидинокарбения
(Sigma Aldrich, США); ацетонитрил, азид натрия,
триэтиламин, диизопропилэтиламин (Panreac,
Испания); гексафторфосфат 2-азидо-1,3-диметил-
имидазолидиния, оксалилхлорид (TCI, Япония);
дихлорметан, водный раствор аммиака, этиловый
спирт, толуол (Реахим, Россия); тиофосген (Fluka,
Швейцария); тетраметилмочевина (Merck, Гер-
мания).

Для ТСХ использовали пластинки DC-Alufo-
lien Kieselgel 60 F254 (Merck, Германия), для коло-
ночной адсорбционной хроматографии – колонку
объемом 200 мл, заполненную рассчитанным коли-
чеством сорбента Kieselgel 60 (размер частиц 0.060–
0.200 мм, размер пор 60 Å; Merck, Германия).

Для упаривания водных растворов использо-
вали вакуумный концентратор SpeedVac (Ther-
moFisher, США), для упаривания органических
растворов – Rotavapor R200 (Buchi, Швейцария).
Получаемые соединения высушивали в эксика-
торе до постоянной массы.

Хроматографический анализ. Полученные оли-
гонуклеотиды анализировали методом офВЭЖХ

на хроматографе Милихром A02 с использованием
колонки ProntoSIL-120-5-C18, 2 × 75 мм (Эконова,
Россия). Анализ проводили в системе “0.02 М
ацетат триэтиламмония – 90%-ный ацетонит-
рил”, градиент ацетонитрила 0–90% за 30 мин,
поток 200 мкл/мин, температура термостата 35°С.
Детекцию осуществляли при длине волны 260 нм.

Электрофорез проводили в 15%-ном ПААГ в
денатурирующих условиях (акриламид : N,N '-ме-
тиленбисакриламид (30 : 1), 8 М мочевина, 89 мМ
Трис-борат, pH 8.3, 2 мM Na2-EDTA) в буферном

растворе ТВЕ (89 мМ Трис-борат, pH 8.3, 2 мM
Na2-EDTA) при напряжении 50 В/см. Олигонук-

леотидные образцы наносили на гель в растворе
8 М мочевины, содержавшем 0.05% ксиленциа-
нола FF и 0.05% бромфенолового синего. Резуль-
таты электрофоретического разделения визуали-
зировали при помощи красителя Stains-all.

Спектры 1Н-ЯМР регистрировали на спектро-
метре Spinsolve 80 (Magritek, Германия; 80 МГц).

Масс-спектрометрия. Молекулярные массы
олигонуклеотидов и олигонуклеотидных ана-
логов определяли с помощью масс-спектрометрии
(ионизация методом электрораспыления) на при-
боре G6410A LCMS/MS (Agilent, США). Образцы
олигонуклеотидов готовили растворением в 20 мМ
триэтиламмоний ацетате в 60%-ном водном ацето-
нитриле до концентрации 0.1 мМ и объема 10 мкл.
Для анализа использовали 80%-ный водный аце-
тонитрил в качестве элюента при скорости пото-
ка 0.1 мл/мин в режиме регистрации отрицатель-
но заряженных ионов.

Все реакции проводили без доступа воздуха в
атмосфере аргона. Абсолютирование органических
растворителей проводили стандартными метода-
ми с последующим выдерживанием над молеку-
лярными ситами или гидридом кальция.

Синтез олигонуклеотидов осуществляли на авто-
матическом ДНК-синтезаторе ASM-800 (Biosset,
Россия) согласно стандартному протоколу твер-
дофазного амидофосфитного синтеза, используя
коммерческие дезоксирибонуклеозидные моно-
меры и соответствующие пористые стекла (Glen
Research, США).

Для получения олигонуклеотидов, содержащих
модифицированные звенья, присоединение со-
ответствующего мономера проводили без стадий
кэпирования, окисления и деблокирования. За-
тем реактор вынимали из синтезатора, полимер-
ный носитель (CPG) с иммобилизованным про-
межуточным продуктом переносили из реактора
в пластиковую пробирку и обрабатывали раство-
ром азида-модификатора, после чего обрабаты-
вали промежуточный продукт 10%-ным раство-
ром N,N-диизопропилэтиламина в ацетонитриле
в течение 20 мин при 40°С. Далее переносили CPG
в реактор, и все последующие обработки прово-



192

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 2  2021

ЖУКОВ и др.

дили в условиях автоматического твердофазного
синтеза.

Органический синтез. Бис(пентаметилен)тио-
мочевина (IIIb). К раствору пиперидина (1.3 мл,
12.7 ммоль) в 6 мл ацетонитрила при перемешива-
нии добавляли тиофосген (250 мкл, 3.1 ммоль).
Реакцию проводили при комнатной температуре.
Через 3 ч отделяли образовавшийся осадок филь-
трованием на бумажном фильтре, фильтрат упа-
ривали на ротационном испарителе, 2 раза соупа-
ривали с 6 мл толуола при 45°С, затем упаривали
реакционную смесь в течение 1 ч при 60°С для
удаления избытка пиперидина. После высушива-
ния в эксикаторе было получено 158 мг продукта
в виде желто-оранжевого масла (выход 24%).

1Н-ЯМР (80 МГц, (CD3)2SO, δ, м.д.): 1.54 (m,

12H, N–CH2–CH2–CH2–), 3.40 (m, 8H, N–CH2–).

N,N'-дигептил-N,N'-диметилтиомочевина (IVb).
К раствору N-гептилбутиламина (550 мкл, 3.2 ммоль)
в 6 мл ацетонитрила при перемешивании добавля-
ли N-диизопропилэтиламин (550 мкл, 3.2 ммоль) и
тиофосген (125 мкл, 1.5 ммоль). Реакцию прово-
дили при комнатной температуре. Через 4 ч реак-
ционную смесь упаривали на ротационном испа-
рителе. Очистку проводили методом колоночной
хроматографии в системе 20%-ный этанол в толу-
оле с добавлением 1% триэтиламина. Объединен-
ные фракции упаривали на ротационном испа-
рителе. После высушивания в эксикаторе было
получено 180 мг продукта в виде желтого масла
(выход 55%).

N,N'-дидодецил-N,N'-диметилтиомочевина (Vb).
К раствору N-додецилметиламина (1630 мкл,
3.2 ммоль) в смеси 4 мл гексана и 2 мл ацетонит-
рила при перемешивании добавляли тиофосген
(125 мкл, 1.5 ммоль). Реакцию проводили при
температуре 60°С. Через 20 ч реакционную смесь
упаривали на ротационном испарителе. Очистку
проводили методом колоночной хроматографии
в дихлорметане с добавлением 1% триэтиламина.
Объединенные фракции упаривали на ротацион-
ном испарителе. После высушивания в эксикато-
ре было получено 333 мг продукта в виде желтых
кристаллов (выход 49%).

1Н-ЯМР (80 МГц, CDCl3, δ, м.д.): 0.87 (t, 6H,

–N–(CH2)11–CH3), 1.25 (m, 40H, –N–CH2–

(CH2)10–CH3), 2.99 (s, 6H, N–CH3), 3,51 (t, 4H,

–N–CH2–(CH2)10–CH3).

Тетрагексилтиомочевина (VIb). К раствору
тетрагексиламина (3 мл, 12.7 ммоль) в смеси 4 мл
гексана и 2 мл ацетонитрила при перемешивании
добавляли тиофосген (250 мкл, 3.1 ммоль). Реак-
цию проводили при температуре 60°С. Через 20 ч
реакционную смесь упаривали на ротационном
испарителе. Очистку проводили методом коло-
ночной хроматографии в системе 2%-ный этил-
ацетат в гексане с добавлением 1% триэтиламина.

Объединенные фракции упаривали на ротацион-
ном испарителе. После высушивания в эксикато-
ре было получено 637 мг продукта в виде желтых
кристаллов (выход 50%).

1Н-ЯМР (80 МГц, CDCl3, δ, м.д.): 0.87 (t, 12H,

–N–(CH2)5–CH3), 1.26 (m, 32H, –N–CH2–(CH2)4–

CH3), 3.45 (t, 8H, –N–CH2–(CH2)4–CH3).

Общая методика получения солей Вильсмайера
и диаминокарбенийазидов (I, III–VI). К раствору со-
отвествующей тиомочевины или мочевины в 6 мл
ацетонитрила (или дихлорметана для тиомочевин
(Vb, VIb)) при перемешивании по каплям добав-
ляли оксалихлорид (3 экв.). Реакцию проводили
при комнатной температуре. Через 15 мин после
завершения выделения газа добавляли твердый
гексафторфосфат калия (1.1 экв.). Через 4 ч филь-
тровали реакционную смесь на бумажном филь-
тре, фильтрат упаривали на ротационном испа-
рителе для удаления избытка оксалилхлорида,
растворяли в 6 мл ацетонитрила и при перемеши-
вании добавляли твердый азид натрия (5 экв.).
Через 20 ч реакционную смесь фильтровали на
бумажном фильтре и упаривали на ротационном
испарителе. После высушивания в эксикаторе
получали соответствующий азид в виде желтого
или коричневого масла.

Гексафторфосфат азидо-N,N,N',N'-тетраме-
тилформамидиния (I). Получено 172 мг продукта

(выход 30%). 1Н-ЯМР (80 МГц, CDCl3, δ, м.д.):

2.80 (s, 12H, –CH3).

Гексафторфосфат азидодипиперидинокарбе-
ния (III). Получено 73 мг продукта (выход 48%).
1Н-ЯМР (80 МГц, (CD3)2SO, δ, м.д.): 1.58 (m, 12H,

N–CH2–CH2–CH2–), 3.25 (m, 8H, N–CH2–).

Гексафторфосфат азидо-N,N'-дигептил-N,N'-
диметилформамидиния (IV). Получено 65 мг про-

дукта (выход 24%). 1Н-ЯМР (80 МГц, (CD3)2SO,

δ, м.д.): 0.85 (t, 6H, N–(CH2)6–CH3), 1.24 (m, 20H,

N–CH2–(CH2)5), 2.85 (s, 6H, N–CH3), 3.07 (t, 4H,

N–CH2–).

Гексафторфосфат азидо-N,N'-дидодецил-N,N'-
диметилформамидиния (V). Получено 162 мг про-

дукта (выход 36%). 1Н-ЯМР (80 МГц, CDCl3, δ,

м.д.): 0.87 (t, 6H, –N–(CH2)11–CH3), 1.25 (m, 40H,

–N–CH2–(CH2)10–CH3), 2.85 (s, 6H, N–CH3), 3.45

(t, 4H, –N–CH2–(CH2)10–CH3).

Гексафторфосфат азидо-N,N,N',N'-тетрагек-
силформамидиния (VI). Получено 337 мг продукта

(выход 38%). 1Н-ЯМР (80 МГц, CDCl3, δ, м.д.): 0.87

(t, 12H, –N–(CH2)5–CH3), 1.26 (m, 32H, –N–CH2–

(CH2)4–CH3), 3.35 (t, 8H, –N–CH2–(CH2)4–CH3).

Гексафторфосфат азидодипирролидинокарбе-
ния (II). К раствору гексафторфосфата хлоро-
дипирролидинокарбения (350 мг, 1 ммоль) в 6 мл
сухого ацетонитрила добавляли твердый азид на-
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трия (260 мг, 5 ммоль). Реакцию проводили при
комнатной температуре. Через 2 ч реакционную
смесь фильтровали на бумажном фильтре, филь-
трат упаривали на ротационном испарителе. После
высушивания в эксикаторе было получено 280 мг
продукта в виде белых кристаллов (выход 82%).

1Н-ЯМР (80 МГц, (CD3)2SO, δ, м.д.): 1.91 (m,

8H, N–CH2–CH2–), 3.67 (m, 8H, N–CH2–).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе была предложена синтетиче-

ская схема, позволяющая получать широкий набор

тетразамещенных диаминокарбенийазидов из вто-

ричных аминов. В случае использования коммерче-

ски доступных мочевин или солей Вильсмайера

схема синтеза может быть сокращена, однако в

каталогах можно найти лишь ограниченное коли-

чество таких реагентов, тогда как широкий набор

доступных вторичных аминов позволяет получать

большое количество различных азидов.

С использованием данной схемы был синтези-
рован набор азидов-модификаторов, содержащих
алкильные заместители различной длины, кото-
рые были использованы для введения модифика-
ций в состав олигонуклеотидов по реакции Шта-
удингера. Было показано, что эффективность вве-
дения модификации падает с увеличением размера
алкильных заместителей. Высокие значения кон-
версии в случае коммерческого азида ADMP, а
также азида (II), полученного в одну стадию из со-
ли Вильсмайера, свидетельствуют о существенном
влиянии даже незначительного количества приме-
сей в используемом азиде на эффективность про-
текания реакции.

Предварительное элиминирование цианэтиль-
ной группы в безводных условиях позволяет суще-
ственно увеличить эффективность введения мо-
дификации за счет превращения фосфазенового
остатка в стабильный фосфорилгуанидин до фи-
нального деблокирования олигонуклеотида вод-
ным раствором аммиака.
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Synthesis of Novel Representatives of Phosphoryl Guanidine Oligonucleotides
S. A. Zhukov*, D. V. Pyshnyi*, **, and M. S. Kupryushkin*, #

#Phone: +7 (923) 243-26-23; e-mail: kuprummax@gmail.com; pyshnyi@niboch.nsc.ru
*Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, SB RAS, prosp. Akad. Lavrentieva 8, Novosibirsk, 630090 Russia

**Novosibirsk State University, Novosibirsk, ul. Pirogova 2, Novosibirsk, 630090 Russia

In this work novel representatives of phosphoryl guanidine oligonucleotide derivatives were obtained. A syn-
thetic scheme was proposed and implemented, suitable for preparation of a wide set of diaminocarbenium
azides starting from different secondary amines, for subsequent incorporation of tetrasubstituted guanidine
moieties into oligonucleotides by Staudinger reaction. A number of factors affecting the yields of phosphoryl
guanidine derivatives were identified, such as size of alkyl substitutients in the corresponding azide, purity of
the azide, and carrying out elimination of protecting cyanoethyl group before final deblock of the oligonucle-
otide.

Keywords: automated oligonucleotide synthesis, modified oligonucleotides, organic azides, Staudinger reac-
tion, phosphoryl guanidines, phosphoryl guanidine oligonucleotides (PGO)
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