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Заключение

1. РЕАКЦИЯ ХЬЮСГЕНА–МЕЛЬДАЛЯ–
ШАРПЛЕССА (КАТАЛИЗИРУЕМОЕ Cu(I) 

ЦИКЛОПРИСОЕДИНЕНИЕ АЗИДОВ 
И АЛКИНОВ, CuAAC)

Первый алкин, собственно ацетилен, был от+
крыт Эдмундом Дэви в 1837 г. [1], а в 1864 г. Грисс
описал органические азиды как новый класс соеди+

 Сокращения: НК – нуклеиновые кислоты; 3'+AZT – 3'+
азидо+3'+дезокситимидин; CuAAC – катализируемое Cu(I)
циклоприсоединение азидов и алкинов ((Cu(I)+catalyzed
azide–alkyne cycloaddition); DBU – 1,8+диазабицик+
ло[5.4.0]ундец+7+ен; DIEA – диизопропилэтиламин; Dmt –
4,4'+диметокситритил; TBTA – трис(1+бензил+1,2,3+триа+
зол+4+илметил)амин; TCEP – трис(2+карбоксиэтил)фосфин;
THPTA – трис[1+(3+гидроксипропил)+1,2,3+триазол+4+ил+
метил]амин.

# Автор для связи (тел.: (495) 429+87+10; эл. почта: korshun@
ibch.ru).

нений [2]. В конце XIX века было опубликовано
первое сообщение о реакции азида с алкином с об+
разованием 1,2,3+триазола [3]: выдерживая на свету
или нагревая в запаянной ампуле (8 ч при 100°C)
эфирный раствор фенилазида (1) и диметилового
эфира ацетилендикарбоновой кислоты (2), Миха+
эль получил соответствующий триазол (3) (схема 1).

На рубеже 1950–60+х гг. Хьюсген развил общую
концепцию 1,3+диполярного циклоприсоединения
[4, 5], одним из вариантов которого является реак+
ция азидов с алкинами. В последующие полвека эта
реакция активно изучалась. Но ее широкому рас+
пространению мешало то обстоятельство, что при
взаимодействии несимметричных или терминаль+
ных алкинов с азидами (4) образуется смесь (зача+
стую трудноразделимая) двух изомерных триазолов.
Например, в случае терминальных алкинов (5) это
1,4+ (6) и 1,5+дизамещенные (7) триазолы (схема 2).
Соотношение продуктов зависело от типов заме+
стителей R1 и R2 в соединениях (4) и (5) и от условий
реакции, но получать исключительно тот или иной
изомер триазола не удавалось.
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Схема 1. Первый синтез 1,2,3+триазола с помощью реакции
циклоприсоединения [3].
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Прорыв был осуществлен в XXI веке: в 2002 г.
группами Мельдаля [6] и Шарплесса [7] было об+
наружено, что соединения меди(I) способны эф+
фективно катализировать эту реакцию с участием
терминальных алкинов, а сама реакция становится
региоспецифичной – приводит исключительно к
1,4+дизамещенным 1,2,3+триазолам (6). Это связа+
но с тем, что катализ коренным образом меняет ме+
ханизм реакции. Если термическое 1,3+диполярное
циклоприсоединение Хьюсгена является синхрон+
ным процессом, то реакция с участием одновалент+
ной меди протекает ступенчато. Был предложен ме+
ханизм этой реакции [7, 8], включающий образова+
ние из алкина (5) и катализатора (8) ацетиленида
меди (9), затем присоединение азида (4), циклиза+
цию образующегося интермедиата (10) в структуру
(11), с последующим сужением цикла и образова+
нием медного производного триазола (12) и, нако+
нец, гидролизом связи медь–углерод (схема 3). Для
такого пути реакции энергия интермедиатов сильно
снижена и поэтому общая скорость превращения
увеличивается на 7–8 порядков по сравнению с со+
гласованным процессом. Для реакции введена аб+
бревиатура CuAAC (Cu(I)+catalyzed azide–alkyne cy+
cloaddition).
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Схема 2. Присоединение азидов к терминальным алкинам.
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Схема 3. Механизм Cu(I)+катализируемого циклоприсоединения
азидов и терминальных алкинов (CuAAC) [7, 8]. L – одновален+
тные лиганды.

Кинетику CuAAC изучали в отсутствие сильно+
связывающих лигандов для меди, когда катализатор
Cu(I) получали in situ из CuSO4 и аскорбата натрия
[9]. В присутствии избытка Cu(I) реакция имеет
первый порядок по азиду и немного более высокий,
чем первый порядок, – по алкину. При соотноше+
нии азид–алкин 1 : 1 реакция имеет второй порядок
по меди, что может свидетельствовать об участии
Cu(I) в катализе в виде димерного комплекса. Пред+
полагается, что интермедиат (12) может содержать
двухъядерный медный кластер, в том числе скоор+
динированный с дополнительным остатком алкина
(5). Но принципиально структура интермедиата
(12) как 5+металлзамещенного 1,2,3+триазола не
вызывает сомнений, поскольку применение в каче+
стве алкина PhC≡CD в протонных растворителях не
приводило к включению дейтерия в конечный три+
азол и, наоборот, реакция с PhC≡CH в присутствии
D2O или MeOD давала высокую степень дейтериро+
вания продукта в положение 5 [9]. В дальнейшем
теоретические исследования подтвердили, что ка+
тализаторами могут выступать именно медные кла+
стеры [10, 11].

Недавно Фокин, Шарплесс и сотр. сообщили
[12], что йодалкины RC≡CI в условиях CuAAC взаи+
модействуют с азидами с образованием 4+R+5+йод+
1,2,3+триазолов, причем скорость реакции выше,
чем для соответствующих терминальных алкинов
RC≡CH. Авторы обсуждают два возможных меха+
низма реакции. Первый механизм соответствует
изображенному на схеме 3; лишь на последней ста+
дии интермедиат (12) вступает в реакцию обмена с
RC≡CI, давая ацетиленид (9) и продукт, 4+R+5+йод+
1,2,3+триазол. По второму механизму реакция так+
же протекает через циклическое переходное состо+
яние, но связь углерод–йод сохраняется в течение
всего пути реакции. Исследователи отдают предпо+
чтение второму механизму, поскольку даже в про+
тонных растворителях или с субстратами, содержа+
щими спиртовые группы, продуктами реакции яв+
ляются только 5+йодтриазолы [12].

С целью повышения эффективности процесса
CuAAC был предпринят поиск подходящих лиган+
дов для меди(I) [13–21]. В качестве хелатирующих
добавок наилучшие результаты показали трис(бен+
зилтриазолилметил)амин (TBTA) (13а) [13–15],
трис(гидроксипропилтриазолилметил)амин (THPTA)
(13б) [14], сульфированный батофенантролин (14)
[15, 16], бензимидазольное производное (15) [17,
18], а также о+фенилендиамин (16) [19]. Для прове+
дения CuAAC в малополярных растворителях были
предложены лиганды (17а,б) [20] и (18) [21].
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Следует отметить, что еще в 1960+е гг. исследова+
лись реакции ацетиленидов магния [22–24] и лития
[25] с азидами. Продуктами циклоприсоединения в
них являются исключительно 1,5+дизамещенные
1,2,3+триазолы (7). Очевидно, что, как и в случае
медьпроизводных, эта реакция является ступенча+
той, а не синхронной. Полезность этого метода для
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синтеза соединений (7) была недавно подтверждена
[26], а затем были разработаны эффективные руте+
ниевые катализаторы, которые позволяют получать
1,5+дизамещенные 1,2,3+триазолы (7) прямо из тер+
минальных ацетиленов [27–29]. Но все варианты
реакции азидов и алкинов, специфично приводя+
щие к 1,5+дизамещенным триазолам, проводятся в
органических растворителях, часто в достаточно
жестких условиях (например, кипячение в толуоле)
и поэтому, по состоянию на сегодняшний день, не
имеют перспектив для получения конъюгатов био+
молекул в водной среде.

Реакция CuAAC, называемая также реакцией
Хьюсгена–Мельдаля–Шарплесса, специфично
приводящая к 1,4+дизамещенным 1,2,3+триазо+
лам (6) и протекающая в мягких условиях в широ+
ком диапазоне растворителей, в том числе в воде,
оказалась исключительно эффективным методом
комбинаторной химии, функционализации поли+
меров и поверхностей, синтеза дендримеров и био+
конъюгации. C момента открытия медного катали+
за в 2002 г. по этой теме опубликованы многие сотни
статей и большое число обзоров [30–68].

Получение ковалентных конъюгатов биомоле+
кул – как низкомолекулярных соединений, так и
биополимеров – весьма важная область биооргани+
ческой химии, поскольку различные биоконъюгаты
находят широчайшее применение в качестве ин+
струментов исследования в молекулярной биоло+
гии, для массовой медицинской диагностики, а
также в качестве лекарств. Методы биоконъюга+
ции постоянно совершенствуются [69], но набор
используемых реакций небольшой, поскольку на
них накладываются существенные ограничения:
они должны, как правило, протекать в водной сре+
де при комнатной температуре с очень высоким
выходом и не затрагивать различные функциональ+
ные группы биомолекул и биополимеров. CuAAC
идеально удовлетворяет этим требованиям, по+
скольку азиды и алкины инертны по отношению к
подавляющему числу функциональных групп как
биомолекул, так и реагентов, использующихся в
других методах биоконъюгации. Перспективность
реакции CuAAC для биоконъюгации была осознана
очень быстро и эффектно продемонстрирована на
примере модификации поверхности вириона флуо+
ресцентным красителем [13].

Ковалентные конъюгаты НК и олигонуклеоти+
дов, особенно с флуоресцентными красителями,
белками и твердофазными подложками, представ+
ляют огромный интерес для биотехнологии, диа+
гностики и медицины. Использование CuAAC яви+
лось мощным стимулом для возникновения новых
идей в химии НК. К сожалению, развитие этого на+
правления на некоторое время задержалось, по+
скольку соединения меди(I) в присутствии кислоро+
да вызывают эффективное расщепление нуклеотид+
ных последовательностей. Однако, после введения в
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обиход хелатирующих лигандов для Cu(I) и ряда
других методических усовершенствований, реакция
стала популярна и для синтеза олиго+ и полинуклео+
тидных конъюгатов. CuAAC позволяет использо+
вать только те функциональные группы, которые
введены в заданные положения и не затрагивают
остальную часть биомолекулы. Ортогональность
CuAAC по отношению к подавляющему большин+
ству других методов биоконъюгации расширяет
возможности исследователя при синтезе сложных
конъюгатов. В настоящее время число оригиналь+
ных работ нарастает экспоненциально, а недавно
опубликованные мини+обзоры по постсинтетиче+
ской модификации ДНК с помощью CuAAC [70] и
применению CuAAC в химии нуклеозидов, нуклео+
тидов и олигонуклеотидов [71] достаточно хорошо
отражают прогресс в этой области.

В настоящем обзоре мы хотим подробнее рас+
смотреть развитие и перспективы применения
CuAAC для модификации НК или получения ана+
логов НК. Не будет учитываться применение
CuAAC для синтеза модифицированных нуклео+
зидов, за исключением тех случаев, когда такие
модифицированные нуклеозиды затем встраива+
ются в олигодезоксирибонуклеотиды или каким+
либо образом используются для синтеза олигоме+
ров или нуклеозидных кластеров.

Впервые реакция циклоприсоединения азидов и
алкинов была применена для синтеза олигонуклео+

тидного конъюгата в некатализируемом варианте.
Сео и соавт. [72] проводили реакцию в растворе
между 5'+азидомеченным олигонуклеотидом (19) и
ацетиленовым производным карбоксифлуоресцеи+
на (20) (соотношение 1 : 150) при 80°С в водной сре+
де в течение 72 ч, при этом с выходом 91% был вы+
делен меченый олигонуклеотид (21), предположи+
тельно в виде смеси 1,4+ и 1,5+дизамещенных
триазолов (схема 4). Конъюгат (21) использовался в
качестве праймера для автоматизированного флуо+
ресцентного секвенирования ДНК [72].

Те же авторы изучали модификацию олигонук+
леотида (19) в воде активированными ацетилено+
выми производными – диэтиловым эфиром ацети+
лендикарбоновой кислоты (22) и этилпропиолатом
(24). В этом случае через 48 ч реакции при комнат+
ной температуре получены продукты модификации
(23) и (25), соответственно (схема 4). Было также об+
наружено, что при проведении реакции с ацетиле+
ном (24) в смеси вода–ацетонитрил 4 : 1 в присут+
ствии 300 экв. CuI и 300 экв. DIEA реакция немного
ускоряется, но выход конъюгата (25) за 24 ч составил
лишь 60% [73]. В дальнейшем [3 + 2]+циклоприсо+
единение азидов и алкинов для получения произ+
водных НК использовалось исключительно в
медькатализируемом варианте (CuAAC) для тер+
минальных алкинов и лишь совсем недавно в не+
катализируемой реакции были применены напря+
женные циклические алкины (см. раздел 7).

Итак, для проведения реакции модификации
необходимо введение в ДНК или олигонуклеотид

азидогруппы или терминального ацетилена, что
может быть осуществлено различными способами.
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2. ВВЕДЕНИЕ АЗИДОГРУППЫ 
В ОЛИГОНУКЛЕОТИДЫ И ДНК

2.1. Введение азидогрупп в синтетические 
олигонуклеотиды в процессе автоматизированного 

твердофазного синтеза

Поскольку азиды вступают в реакцию с содержа+
щими трехвалентный фосфор фосфитамидами (ре+
акция Штаудингера) [74, 75], введение их в олиго+
нуклеотиды в процессе стандартного автоматизи+
рованного фосфитного триэфирного синтеза с

помощью модифицирующих фосфитамидных реа+
гентов невозможно. Примером одновременного
присутствия в молекуле амидитной и азидофунк+
ций является нестабильное соединение (26), кото+
рое использовали без выделения в синтезе динук+
леозидных производных (27), содержащих остаток
3'+AZT (схема 5) [76]. Описан также синтез с малым
выходом амидофосфита (28), но попытка его кон+
денсации с 5'+концевым гидроксилом растущей це+
пи в синтезаторе оказалась безуспешной [77].

Однако в случае использования фосфотриэфир+
ного метода (пятивалентный фосфор) введение
азидов в олигонуклеотид возможно. Первыми это
осуществили Полушин и соавт. [78]. С использова+

нием нуклеотидного блока (29) твердофазным син+
тезом был получен и охарактеризован олигомер
(30), содержащий пять 2'+азидо+2'+дезоксиуриди+
нов подряд (схема 6).
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Для синтеза олигонуклеотида (32), содержащего
остаток 3'+дезокси+3'+азидотимидина, использова+
ли фосфотриэфирный блок (31) [79]. Сначала полу+
чали олигонуклеотид: синтез начинали с пропан+

диольного носителя и наращивание цепи вели “об+
ращенными” амидитами в направлении 5'  3'.
Затем проводили фосфотриэфирную конденсацию
с реагентом (31) и деблокирование (схема 7).

Недавно Ефимов и сотр. разработали метод син+
теза олигорибонуклеотидов с использованием 2'+O+
азидометильной защитной группы в мономерных
блоках (33а–ж) (схема 8) [80–82]. После окончания
синтеза и двухстадийного деблокирования получа+

ли вполне стабильные 2'+O+азидометилрибонуклео+
тиды, например олигомер (34), а затем проводили
удаление азидометильной защитной группы обра+
боткой трифенилфосфином с последующим гидро+
лизом.
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В H+фосфонатном методе олигонуклеотидного
синтеза мономерные блоки также содержат пятива+
лентный фосфор, который совместим с азидами,
что позволяет синтезировать азидосодержащие
олигомеры. Например, были получены “обращен+
ные” H+фосфонатные мономеры, которые исполь+
зовали для наращивания олигонуклеотидной цепи

в направлении 5'  3', а на последней стадии про+
водили конденсацию олигомера с фосфонатом (35)
и после деблокирования выделяли целевой 3'+ази+
доолигонуклеотид (36) (схема 9) [83]. Наращивани+
ем 3'+AZT по 5'+гидроксилу H+фосфонатными мо+
номерами в растворе получали тринуклеотиды с
азидогруппой в 3'+положении [84].

Вводить азидогруппы с помощью H+фосфо+
натных реагентов можно в любое положение
нуклеотидной цепи. Это продемонстрировали
Секине и сотр. [85], использовав фосфонатный

блок (37) в синтезе олигонуклеотида (38)
(схема 10). Кивиниеми и соавт. [86] с помощью
фосфонатного блока (39) получили олигонук+
леотиды (40) и (41) (схема 10).
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Авторы последней работы отмечают, что воз+
можны два варианта олигонуклеотидного синтеза.
В первом случае сборка олигонуклеотида осуществ+
ляется исключительно H+фосфонатными произ+
водными нуклеозидов. Но возможен и второй вари+
ант, когда наращивание цепи ведется амидитным
методом и только модифицированный блок (39)
вводится в режиме H+фосфонатного синтетическо+
го цикла; оба варианта дают похожие результаты.
Это наблюдение имеет практическую ценность, по+
скольку в подавляющем большинстве современных
синтезаторов используют амидитный метод, а про+
вести одну или несколько H+фосфонатных конден+
саций можно и в ручном режиме. Если азидогруппа
при достройке цепи амидитными мономерами, т. е.
в присутствии соединений трехвалентного фосфо+
ра, сохраняется, то можно предположить, что ско+
рость реакции Штаудингера в этих условиях весьма
мала. Это может быть вызвано присутствием избыт+
ка активатора межнуклеотидной конденсации.

Действительно, вскоре другие авторы описали
использование носителей (42) [87] и (43) [88], на ко+
торых проводился синтез 3'+азидомодифицирован+
ных олигонуклеотидов стандартным амидофосфит+
ным методом. Олигонуклеотиды, полученные на
носителе (42), модифицировали алкином по 5'+кон+
цу и затем проводили внутримолекулярную цикли+
зацию.

2.2. Введение азидогрупп в синтетические 
олигонуклеотиды с помощью постмодификации

Поскольку азиды реагируют с амидитами, то до
появления работ [86, 87] считалось, что азидогруппа
несовместима с условиями синтетического цикла
амидитного метода. Но было ясно, что она устойчи+
ва в условиях конечного аммиачного деблокирова+
ния. Поэтому вслед за последним циклом синтеза
можно вводить в олигонуклеотид азиды (на твердой
фазе или в растворе), а затем проводить аммонолиз
и выделение азидомодифицированного олигомера.

Щепинов и Стеценко разработали эффектный
метод синтеза олигонуклеотидов, содержащих 3'+
терминальный 3'+AZT, который не требует исполь+
зования H+фосфонатов или фосфотриэфиров [89].
Был получен твердофазный носитель (44), на кото+
ром через 3'+арилсульфонат присоединен 5'+защи+
щенный тимидин. Наращивание цепи происходит
стандартными амидитами, а после окончания син+
теза носитель обрабатывают DBU, что приводит к
отщеплению олигомера (45), содержащего на 3'+
конце циклотимидин. Обработка азидом лития со+
провождается раскрытием 2,2'+циклотимидина, в
результате чего на 3'+конце олигонуклеотида (46)
оказывается 3'+AZT (схема 11).
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Для введения азидогруппы по 5'+концу олигоме+
ров ДНК Миллер и Кул использовали нуклеофиль+
ное замещение йодида на азид [90]. После оконча+
ния олигонуклеотидного синтеза 5'+терминальная
гидроксильная группа на твердой фазе в защищен+
ном олигонуклеотиде (47) превращалась в 5'+йодид
обработкой (PhO)3PCH3I [91]; этот метод удобнее и
универсальнее, чем описанный ранее способ введе+
ния 5'+йод+5'+дезокситимидина в 5'+терминальное
положение олигонуклеотида с помощью амидо+
фосфитного реагента [92], поскольку в качестве 5'+

терминального может выступать любой нуклеозид.

Затем йодид на носителе обрабатывали NaN3 в

DMF для превращения в азид (48) и проводили

стандартное аммиачное деблокирование, получая

азидоолигонуклеотиды (49а–г). Выходы на стадии

йодид азид воспроизводимо зависят от природы

5'+терминального нуклеозида: для dT выход наи+

больший, а для dA – наименьший (схема 12). Этот

же метод впоследствии с успехом использовали дру+

гие авторы [93].

Конденсация амидофосфита (50) с защищен+
ным олигонуклеотидом (51) на твердой фазе с по+
следующим нуклеофильным замещением брома на
азид и аммиачным деблокированием дает 5'+азидо+
алкилолигомеры (52) [93–95] (схема 13). В работе
[93] аммонолиз для деблокирования проводили при
комнатной температуре, но, по+видимому, это не
обязательно, и можно использовать стандартную
для аммонолиза температуру 55–60°C. Кроме упо+
минавшегося выше амидитного реагента из 5'+йод+
5'+дезокситимидина [92] описан ряд реагентов на ос+
нове алкилгалогенидов. Для модификации олиго+
нуклеотидов азидоалкильными группами по фосфа+
ту предложен амидофосфит (53) [95], а для введения
алифатической азидогруппы по гетероциклическо+

му основанию – реагент (54) [96]. Модифицирую+

щий ненуклеозидный реагент (55) позволяет осу+

ществлять введение нескольких азидогрупп [97, 98].

Во всех случаях обмен галогена на азид осуществля+

ется на твердой фазе с последующим аммиачным

деблокированием. Ранее для модификации олиго+

нуклеотидов различными нуклеофилами были опи+

саны наборы реагентов (56а–г) [99, 100] и (57а–г)

[100], в которых бромалкильный остаток присоеди+

нен к сахарной части нуклеозида. Очевидно, что эти

реагенты пригодны и для введения азидогрупп с по+

мощью постсинтетической обработки модифици+

рованных олигонуклеотидов азидами щелочных

металлов.
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Азидогруппу на твердой фазе можно вводить в
олигонуклеотиды и другим способом – после окон+
чания сборки олигонуклеотида (51) проводят кон+
денсацию с аминолинком (реагентом для введения
аминогруппы) и затем удаляют защиту с аминогруп+

пы. Полученный амин (58) обрабатывают азидоук+
сусной кислотой в присутствии конденсирующего
реагента [77] или азидоуксусным ангидридом [101] и
после аммиачного деблокирования образуются 5'+
азидоалкилолигонуклеотиды (59) (схема 14).

Еще один метод введения азидоалкильной груп+
пы состоит в ее присоединении через карбаматный
линкер, устойчивый в условиях аммонолиза [102].
Свободную 5'+гидроксильную группу в защищен+
ном олигонуклеотиде на носителе (51) активирова+

ли 1,1+карбонилдиимидазолом. Полученный ими+
дазолид (60) обрабатывали 3+азидопропиламином,
затем проводили аммиачное деблокирование и по+
лучали азидомодифицированный олигонуклеотид
(61) (схема 15).

Однако самым распространенным методом
получения азидопроизводных олигонуклеоти+
дов является ацилирование аминоалкилпроиз+
водных олигонуклеотидов активированными
эфирами ω+азидоалкилкарбоновых кислот с
различной длиной цепи: (62а) [103], (62б) [104–

112], (62в) [72, 73, 113–116], (62г) [93, 109, 117–
120], (62д) [121] и (63) [88]. Как правило, реак+
цию проводят в водном растворе в интервале
pH 8.0–9.5, но можно проводить ацилирование
и на твердой фазе [93] с последующим деблоки+
рованием.
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Схема 14. Постсинтетическая азидомодификация 5'+аминоалкильных производных олигонуклеотидов ацилированием [77, 101].
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Схема 15. Постсинтетическое введение в олигонуклеотиды 5'+азидоалкильной группы с помощью карбаматного линкера [102].
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Ароматические азидогруппы для последующей
функционализации CuAAC вводили в олигонуклео+
тиды с помощью активированного эфира (64) [122,
123]. Ароматические азиды вступают в реакцию
циклоприсоединения так же, как и алифатические,
но менее удобны из+за их фоточувствительности.
Основное применение арилазидов на олигонуклео+
тидах – фотоаффинное мечение комплементарных
последовательностей и ДНК+связывающих белков.

Ароматические азиды являются фотоактивируе+
мыми сшивающими реагентами, поэтому ими ча+
сто модифицируют НК. При облучении УФ+светом
арилазиды разлагаются с образованием высокоак+
тивного нитрена, способного реагировать с сосед+
ними частями молекулы. С помощью олигонук+
леотида арилазид можно адресно доставить в опре+
деленный участок одно+ или двухцепочечной

ДНК+мишени и затем УФ+облучением индуциро+
вать сшивку. Если метить арилазидами ДНК, свя+
зывающуюся с белками или ферментами, то после
УФ+облучения получатся ковалентные сшивки
ДНК–белок, локализация которых может дать ин+
формацию о структурных предпосылках ДНК+бел+
кового взаимодействия или о строении активного
центра фермента.

Имеются многочисленные примеры получения
арилазидных производных ДНК и РНК ацилирова+
нием их соответствующих аминоалкилпроизвод+
ных различными активированными эфирами фото+
активируемых меток, например, работы [124–136].
Азидобензоильное производное глицингидразида
использовалось для 3'+модификации тРНК, окис+
ленной перйодатом [137]. Еще один распростра+
ненный метод включает синтез производного али+
фатического амина, несущего арилазид, и его по+
следующее присоединение к олигонуклеотиду по
активированному терминальному фосфату (см., на+
пример, [138–142]). Разумеется, все эти арилазид+
ные модификации потенциально пригодны для
дальнейшей функционализации с помощью цикло+
присоединения к ацетиленам.

Заслуживает упоминания интересный метод вве+
дения 8+азидо+2'+дезоксиаденозина в ДНК, когда
постсинтетическую модификацию проводят прямо
на незащищенном олигонуклеотиде (схема 16).
Сначала синтезируют фрагмент ДНК (65), содержа+
щий 8+бром+2'+дезоксиаденозин в заданном поло+
жении, а затем при нагревании в водно+органиче+
ском растворе с азидом триэтиламмония получают
целевое азидопроизводное (66) [143].
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Схема 16. Получение 8+азидо+2'+дезоксиаденозина в олигонуклеотиде из 8+бром+2'+дезоксиаденозина [143].
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2.3. Введение азидогрупп в ДНК с помощью 
ферментов

На сегодняшний день в литературе имеется
лишь несколько примеров модификации НК али+
фатическими азидами с помощью ферментативных
реакций. Прежде всего речь идет о встраивании мо+
дифицированных нуклеозид+5'+трифосфатов в
ДНК с помощью полимераз. Были получены азидо+
содержащие трифосфаты (67) [144, 145], (68), (69)
[145, 146] и (70) [147]. Оказалось, что для встраива+
ния трех первых нуклеозидов в процессе реплика+
ции ДНК+матрицы лучше всего подходит ДНК+по+
лимераза из Pyrococcus woesei (Pwo), которая эффек+

тивно и точно включает в синтезируемую цепь ДНК
как пуриновый, так и оба пиримидиновых модифи+
цированных трифосфата. Азидоалкильный три+
фосфат (70) не является субстратом какой+либо по+
лимеразы. Это совсем не удивительно, поскольку
давно установлено, что для узнавания полимераза+
ми модифицированные нуклеозидтрифосфаты
должны содержать линкер в 5+положении пирими+
динов или в 7+положении 7+дезазапуринов, но в ме+
сте присоединения к основанию линкер должен
быть жестким, т.е. содержать двойную или тройную
связь [148, 149].

Трифосфат 3'+AZT (71) был использован для
встраивания в ДНК с помощью терминальной нук+
леотидилтрансферазы [150].

Компактная азидометильная защитная группа
для 3'+гидроксила нуклеозидов [151, 152] недавно
нашла интересное применение в новом методе се+
квенирования ДНК (один из вариантов “секвени+
рования в процессе синтеза”) [153]. Был синтезиро+
ван набор из четырех трифосфатов (72а)–(75а), ко+
торые эффективно встраивались в ДНК с помощью
9°N A485L/Y409V ДНК+полимеразы. При встраи+
вании одной молекулы трифосфата наступает тер+
минация синтеза, поскольку 3'+гидроксил растущей
цепи блокирован азидометильной группой. Если
удалить защитную группу с помощью TCEP, то за+
тем можно провести встраивание следующего три+
фосфата защищенного нуклеозида и т.д. При секве+
нировании вместе с “обратимыми” терминаторами
(72а)–(75а) в реакционной смеси присутствуют
флуоресцентные терминаторы (72б)–(75б) на осно+
ве 2',3'+дидезоксинуклеозидов, в которых краситель
присоединен к нуклеозиду с помощью азидосодер+
жащего линкера, способного расщепляться под
действием TCEP. В результате на каждом шаге се+
квенирования происходит достройка на один нук+
леотид с частичным включением в ДНК флуорес+

центного терминатора, эмиссия которого автома+
тически регистрируется. Обработка TCEP приводит
к отщеплению красителя и деблокированию 3'+гид+
роксилов, после чего цикл повторяется [153]. Сле+
дует отметить, что включение в растущую цепь как
“обратимых” терминаторов (72а)–(75а), так и “не+
обратимых” терминаторов (72б)–(75б) представля+
ет собой ферментативное введение алифатической
азидогруппы в ДНК. Очевидным недостатком тако+
го метода секвенирования является уменьшение
числа гидроксильных групп с каждым шагом в ре+
зультате присоединения “необратимых” флуорес+
центных терминаторов (72б)–(75б).

Этот недостаток был преодолен очень быстро.
Через несколько месяцев после публикации работы
[153] появилась статья Бентли, Баласубраманьяна и
соавт. [154], в которой сообщалось о секвенирова+
нии генома индивидуального человека похожим
методом. В этом исследовании в качестве термина+
торов применялись меченные флуоресцентными
красителями по основанию нуклеозид+5'+трифос+
фаты, 3'+гидроксил которых блокирован азидоме+
тильной группой. Таким образом, эти терминаторы
сочетают в себе свойства соединений (72а)–(75а) и
(72б)–(75б) – они способны однократно встраи+
ваться в растущую цепь и при этом несут флуорес+
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центную метку. При обработке TCEP одновременно
отщепляется краситель и деблокируется 3'+гидрок+
сил растущей цепи. В результате, теоретическое пре+
дельное число молекул ДНК для секвенирования
уменьшается до одной (на практике секвенирование
проводят на амплифицированных кластерах ДНК).
Точная структура флуоресцентных 3'+азидометиль+
ных трифосфатов в работе [154] не приводится. По+
лучение структурных блоков для синтеза этих соеди+
нений описано в патенте [155], а в патенте [156] со+

общается о синтезе трифосфата (76), в котором
флуоресцентный краситель присоединен к остатку
7+дезазагуанина с помощью весьма длинного линке+
ра для уменьшения тушения флуоресценции.

Азиридиновые производные 5'+дезоксиаденози+
на (77) [157] и (78) [157, 158], содержащие алифати+
ческий и ароматический азиды, являются кофакто+
рами метилтрансфераз и способны алкилировать
дуплексную ДНК, что было изучено на примере
ферментов M.TaqI и M.EcoRI. Соединения (77) и
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(78) включаются ферментом M.TaqI даже лучше,
чем их 8+незамещенный аналог. Химия алкилирова+
ния дуплексной ДНК (79) показана на схеме 17 (на
примере модификации соединением (77)). Продукт
алкилирования (80) содержит азидогруппу, по кото+
рой можно проводить дальнейшую модификацию.

Остальные многочисленные примеры азидов,
использованных для введения в НК с помощью
ферментативных реакций представляют собой
арилазидные трифосфаты, являющиеся субстрата+
ми различных ферментов репликации и репарации
НК. Такие трифосфаты, несущие фотоаффинные
метки, являются инструментами изучения НК+бел+
ковых взаимодействий, в первую очередь для НК+
полимераз. Азидогруппа может быть введена как
непосредственно в нуклеиновое основание, как в
трифосфатах (81) [159–161], (82) [162], (83) [163,
164] и его α+тиоаналоге (84) [165], так и в составе са+
мых разнообразных линкеров – например, трифос+
фаты (85) [166–168], (86) [169, 170], (87) [171, 172],
дидезоксинуклеозидтрифосфат (88) [173], набор
трифосфатов с различной длиной линкера (89)
[174], трифосфаты из различных N4+модифициро+
ванных 2'+дезоксицитидинов (90) [175–177], (91)
[178–181], (92) [179–182] и ряд других 5′+нуклеозид+

трифосфатов [171, 174, 180, 183–186]; см. также об+
зор [187].

3. ВВЕДЕНИЕ ТЕРМИНАЛЬНЫХ АЛКИНОВ 
В ОЛИГОНУКЛЕОТИДЫ И ДНК

3.1. Введение алкинов в синтетические 
олигонуклеотиды в процессе автоматизированного 

твердофазного синтеза

В отличие от азидогруппы, терминальные алки+
ны в составе нуклеотидов полностью совместимы с
синтетическим циклом фосфитного триэфирного
метода, поэтому синтез алкинмодифицированных
олигонуклеотидов не представляет особой пробле+
мы. Для массового получения алкинмодифициро+
ванных олигонуклеотидов удобно сконструировать
соответствующий амидофосфитный реагент и за+
тем использовать его в автоматическом синтезато+
ре. Описан синтез и применение простых ненук+
леотидных амидофосфитных реагентов (93а) [188],
(93б) [87], (93в) [79, 93, 101, 106–108, 119, 189, 190],
(93г) [191], (94) [192] и (95) [105–107, 111], позволя+
ющих вводить алкилацетилен в 5'+терминальное
положение олигонуклеотидной цепи, а с помощью
реагента (96) [193] можно получать олигонуклеоти+
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ды, содержащие на 5'+конце сразу три алкинильных
группы.

Реагенты (97) [194, 195], (98) [195] и (99) [196] бо+
лее универсальны, поскольку, в принципе, позволя+
ют встраивать алкиновую модификацию не только
в 5'+терминальное положение, но и в середину оли+
гонуклеотида (как псевдонуклеозидное звено).
Кроме того, повторные конденсации с реагентами
(97)–(99) могут обеспечить введение в один олиго+
нуклеотид нескольких ацетиленовых групп.

Общим недостатком этих реагентов является то,
что они построены на 1,2+диольной псевдосахар+
ной основе. Во+первых, 1,2+диольная цепочка на
один атом короче, чем 1,3+диольная группа в при+
родных нуклеозидах (HO–C5'–C4'–C3'–OH), и это
может негативно повлиять на гибридизацию олиго+
мера, в котором один из нуклеозидов внутри цепи

заменен псевдонуклеозидом, с комплементарной
последовательностью. Во+вторых, при единичном
встраивании модификации по 5'+концу (что обыч+
но и требуется), аммиачное деблокирование может
приводить к частичному отщеплению модифици+
рующей группы в результате индуцированного со+
седним первичным гидроксилом гидролиза фосфо+
диэфирной связи. Избежать этого можно, проводя
аммонолиз без удаления 5'+терминальной диметок+
ситритильной защитной группы. Липофильность
Dmt+группы позволяет осуществлять очистку оли+
гонуклеотидов с помощью обращенно+фазовой
ВЭЖХ. После такой очистки Dmt+группа легко
удаляется кислотой.

Реагенты (100) [197, 198], (101) [99, 193, 199] и
(102) [193, 200] построены на основе 1,3+диолов и
пригодны для введения одной или нескольких ал+
киновых модификаций в любое место олигонук+
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леотида. Реагент (102) позволяет вводить два алки+
новых остатка за одну стадию конденсации, т. е. по+
сле нескольких (n) циклов с реагентом (102) можно
получить олигомер, содержащий 2n алкинов. Ока+
залось, что, как и в случае реагентов на основе 1,2+
диолов, при однократной конденсации реагента
(100) по 5'+концу олигонуклеотидной цепи необхо+
димо проводить аммиачное деблокирование с со+
хранением 5'+Dmt+защиты во избежание отщепле+
ния модифицирующей группы [198]. Однако следу+
ет отметить, что для терминальной модификации
реагентами на основе 2,4+дигидроксибутирамидов в
случае проведения аммонолиза олигомера со сво+
бодным 5'+гидроксилом механизм отщепления мо+
дифицирующей группы совершенно иной, чем в
случае реагентов на основе 1,2+диолов – при содей+
ствии соседней HO+группы происходит гидролиз не
фосфодиэфирной, а амидной связи в самом реаген+
те [198, 201]. Недостатком реагента (101) является
то, что на стадии синтеза его предшественника из
нехирального триола генерируется смесь энантио+
меров. Поэтому в составе хиральных нуклеотидных
олигомеров введение одного фрагмента (101) при+
ведет к продукту в виде смеси двух диастереомеров,
а в случае введения n модификаций – в виде смеси
2n диастереомеров.

Недавно описаны амидофосфиты (103) и (104)
[202], структурная основа которых представляет со+
бой фрагмент дезоксирибозы. Эти реагенты позво+
ляют встраивать в олигонуклеотидную цепь энан+
тиомерно чистый ацетиленсодержащий фрагмент и
лишены всех недостатков реагентов (97)–(103).

Для синтеза 3'+модифицированных алкинами
олигонуклеотидов можно использовать носители
(105) [198], (106) [95, 99, 193, 199, 203], (107) [95, 193,
203] и (108) [204]. При работе с носителем (107) по+
лучаются олигомеры с двумя пропаргильными груп+
пами на 3'+конце, а при посадке на носитель (106)
хирального нуклеозидного производного должна
получаться смесь диастереомеров.

Ароматические терминальные ацетилены (эти+
ниларены) так же эффективно способны реагиро+
вать с азидами в CuAAC, как и алифатические. Это
продемонстрировано на примере олигонуклеоти+
дов с этинилареновой модификацией, которую
вводили в 5'+терминальное положение с помощью
реагента (109) [205]. Для встраивания этиниларенов
в среднюю часть олигонуклеотида предложен реа+
гент (110) [206, 207].

Синтезировать олигонуклеотиды, содержащие
терминальные ацетилены, можно также с помощью
реагентов, являющихся производными нуклеотид+
ных амидофосфитов. Описан ряд нуклеозидных
фосфамидитов, в которых алкин может быть присо+
единен по фосфору (реагент (111) [95]), сахару и
нуклеиновому основанию. Среди замещенных по
сахару производных первыми были получены 2'+O+
пропаргильные нуклеозиды. Сначала была разра+
ботана комбинация защитных групп для 2'+O+алки+
лирования гуанозина [208], а затем были получены
четыре нуклеозидных фосфамидита (112а–г) и ис+
пользованы в автоматическом синтезаторе для
сборки олигомеров [209]. Пивалоилоксиметильная
защитная группа для N3 в реагенте (112а) не обяза+
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тельна – впоследствии для синтеза модифициро+
ванных олигомеров брали незащищенное произ+
водное (112д) [196]. Легко получаемые 2'+карбамат+
ные производные уридина (113а,б) позволяют
модифицировать олигонуклеотиды терминальны+
ми алкинами, но при гибридизации таких олигоме+
ров наблюдается значительная дестабилизация дуп+
лекса [210, 211]. Наконец, в реагенте (114) на основе
аденозина ацетиленовая группа отделена от 2'+кис+
лорода трехатомным (как и в карбаматах (113)), но
более гибким алкильным линкером. Считается, что
введение модификации по 2'+O+атому позволяет на+
править лиганд в малую бороздку ДНК+дуплекса.

Синтезирован ряд производных 2'+дезоксинук+
леозидов с 2'+этинильным заместителем в арабино+
конфигурации: (115а–д) [212–215] и 8+бромгуано+
зиновое производное (115е) [216].

Реагент (116) содержит этинил, присоединен+
ный по 3'+С+атому, и позволяет синтезировать 5'+2'+
олигомеры [217]. Амидофосфиты (117) [218] и (118)
[79] дают возможность получать в синтезаторе оли+
гонуклеотиды, содержащие 5'+терминальную аце+
тиленовую модификацию.

Еще более разнообразны примеры нуклеозид+
ных реагентов, в которых терминальный ацетилен
присоединен к нуклеиновому основанию. Первым
был синтезирован амидит из 5+этинил+2'+дезокси+
уридина (119) [109, 219–221]. Затем были получены
реагенты, в которых этинильная группа связана с
основаниями различными линкерами. Особенно
удачным оказался линкер на основе 1,7+октадиина.
Описан синтез и применение амидофосфитных ре+
агентов из 5+октадиинильных производных пири+
мидиновых нуклеозидов – 2'+дезоксиуридина (120)
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[109, 194, 195, 220, 222–226] и 2'+дезоксицитидина
(121) [222, 223, 225, 226], а также 7+октадиинильных
производных 7+дезазапуриновых нуклеозидов 2'+
дезоксиаденозина (122а) [222, 223] и (122б) [225], 2'+
дезоксигуанозина (123) [222, 223, 225, 227] и 2'+дез+
оксиинозина (124) [228]. Получено также аналогич+
ное производное 7+дезаза+8+аза+2'+дезоксигуанози+
на (125а,б) [229, 230].

Следующим усовершенствованием явилось ис+
пользование двух силильных защитных групп для
терминального ацетилена (реагенты (126а,б)), из
которых триметилсилильная защита удаляется при
аммиачном деблокировании олигонуклеотида, а
триизопропилсилильная – при последующей фто+

ридной обработке. Это позволяет ступенчато функ+
ционализировать ацетилены в олигонуклеотиде
различными реагентами [195].

Из 2'+дезоксиуридина синтезированы также
производные с другими линкерами по 5+положе+
нию – реагенты (127) [223, 224], (128) [231, 232] и
(129) [233]. Последний реагент содержит два ацети+
леновых остатка, пригодных для дальнейшей функ+
ционализации с помощью CuAAC. Недавно полу+
чено аналогичное производное 7+дезаза+2'+дезок+
сигуанозина (130) [227]. Общим свойством
нуклеозидов (120)–(130) является наличие жестко+
го (этинильного или транс+этенильного для нук+
леозида (128)) линкера в 5+положении пиримиди+
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нов и 7+положении 7+дезазапуринов. Известно
[234], что такой линкер направляет заместитель в
большую бороздку ДНК и влияние модификации
на стабильность дуплекса оказывается гораздо
меньше, чем при присоединении по сахару; деста+
билизация дуплекса не слишком велика даже в слу+
чае весьма объемных лигандов [235]. Поэтому при+
соединение алкина к нуклеозиду по нуклеиновому
основанию с помощью жесткого (вблизи основа+
ния) линкера удобно и оправдано, особенно если
затем планируется функционализация объемными
реагентами и требуется, чтобы ее влияние на ста+
бильность дуплекса было минимальным.

Следует упомянуть также N3+пропаргильное
производное 2'+дезоксиуридина в виде амидофос+
фита (131) [233] и твердофазного носителя (132)
[96]. Фуранопиримидиновое производное (133),

являющееся продуктом циклизации нуклеозида
(120), было использовано в олигонуклеотидном
синтезе [236]. Защищенный олигонуклеотид (134)
на твердой фазе содержит фуранопиримидиновый
нуклеозид, но после аммиачного деблокирования
полностью превращается в аналог цитозина (135)
(схема 18). Такое поведение фуранопиримидино+
вых нуклеозидов в аммонолизе было отмечено ра+
нее [237].

В целом, при использовании любого алкинмо+
дифицирующего фосфамидитного реагента нет не+
обходимости в каких+либо изменениях в синтети+
ческом цикле, лишь для объемных молекул можно
увеличить время стадии конденсации по сравнению
со стандартным.

N

NH

O

O
O

DmtO

O
PN

O
CN

N

NH

O

O
O

DmtO

O
PN

O
CN

N

N

NHAc

O
O

DmtO

O
PN

O
CN

O
DmtO

O
PN

O
CN

N

N

N

N NMe2

O
DmtO

O
PN

O
CN

N

NH

N

O

N NMe2

N NMe2

N
H

O

O
DmtO

O
PN

O
CN

N

NH

N

O

O
DmtO

O
PN

O
CN

N

NH
N

N

O

R

(119) (120) (121)

(122a,б) (123)

R =

a

б

(124) (125a,б)

N NMe2

N
H

OR =

a

б

R



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 36  № 4  2010

МОДИФИКАЦИЯ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 457

3.2. Введение алкинов в синтетические 
олигонуклеотиды с помощью постмодификации

Постмодификацию НК алкинами, как и в случае
азидов, можно проводить широким набором мето+
дов, на твердой фазе или в растворе. Морван и сотр.
предложили для получения алкинмодифицирован+
ных олигомеров использовать реакцию Атертона–
Тодда, применявшуюся ранее для превращения на
олигонуклеотидах H+фосфонатов в амидофосфаты,
но в качестве амина использовать пропаргиламин
[238–240]. Реакцию проводят на твердой фазе: H+
фосфонат обрабатывают CCl4 и пропаргиламином в
пиридине; при этом группа P–H заменяется на
P–NH–CH2–C≡CH. Можно сначала синтезиро+

вать олигонуклеотид фосфитным триэфирным ме+
тодом, затем ввести H+фосфонатную группу по 5'+
терминальному положению однократно [238] или
фосфонатным олигомером [239] и затем модифи+
цировать фосфонаты пропаргиламином или, на+
оборот, провести сначала синтез олигофосфонат+
ной последовательности, модифицировать фос+
фонаты пропаргиламином и затем обычным
методом достроить олигонуклеотидную последо+
вательность [240].

Для постсинтетической 5'+модификации дезок+
сиолигонуклеотидов 5'+гидроксильную группу за+
щищенного олигомера (47) на подложке заменяли
на йод [90, 91] (см. выше синтез азидоолигонуклео+
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тидов), а затем полученный йодид (136) обрабаты+
вали 4+пентин+1+тиолом и после аммонолиза выде+
ляли целевые ацетиленовые олигонуклеотиды (137)
[241] (схема 19).

Наконец, следует упомянуть еще один метод
постмодификации олигонуклеотида на твердой
фазе, приводящий к алкинпроизводным. С помо+
щью реагента (138) синтезируется нуклеотидный
олигомер, содержащий в средней части ненук+
леозидную вставку с арилйодидным остатком. За+
щищенный олигонуклеотид (139) на твердой фа+
зе функционализируется избытком 1,3+диэти+
нилбензола в условиях реакции Соногаширы
(CuI/Pd(PPh3)4/Et3N/DMF), а затем проводится ам+

миачное деблокирование (схема 20). Продуктом яв+
ляется этиниларильный олигонуклеотид (140) [242].

С целью получения 5'+алкинмодифицированных
олигонуклеотидов с помощью амидитного реагента
(141) на 5'+конец защищенного олигонуклеотида на
твердой фазе вводили активированную карбоксиль+
ную группу, затем проводили обработку пропаргил+
амином и аммиачное деблокирование [93]. С другой
стороны, можно получать аминоалкильный олиго+
нуклеотид на твердой фазе и обрабатывать его акти+
вированным производным (142) [93] или кислотой
(143) в присутствии конденсирующих реагентов
[88], а затем проводить аммиачное деблокирование.
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Часто используют также реакцию аминомоди+
фицированного олигонуклеотида с оксисукцини+
мидными эфирами ω+алкинкарбоновых кислот, на+
пример, 4+пентиновой (144а) [110, 120, 122, 243], 5+
гексиновой (144б) [119] и 6+гептиновой (144в) [104,
110, 244], которую проводят в водном растворе. Не+
давно описана модификация олигонуклеотидов в
растворе активированным эфиром (145), содержа+
щим фоторасщепляемый линкер [103]. Активиро+
ванные эфиры (146) и (147) [123] позволяют по од+
ной аминогруппе вводить сразу две этинильные
группы.

3.3. Введение терминальных алкинов 
в ДНК с помощью ферментов

Первый алкинсодержащий нуклеозид, 5+эти+
нил+2'+дезоксиуридин (148), был описан в 1976 г.
[245] (подробнее о синтезе этинильных производ+
ных нуклеозидов см. обзор [246]). Через несколько
лет было обнаружено ферментативное фосфорили+
рование 5+этинилуридина (149), а также фосфори+
лирование его 5'+дифосфата до трифосфата и поли+
меризация в поли+5+этинилуридиловую кислоту
[247]. Затем был синтезирован 5'+трифосфат 5+эти+
нил+2'+дезоксиуридина (150) и изучены его суб+
стратные свойства по отношению к ДНК+полиме+
разам [248, 249]. Но после открытия CuAAC оказа+
лось, что этинилнуклеозид (148) может быть
использован в процедуре анализа синтеза ДНК в

живой клетке вместо 5+бром+2'+дезоксиуридина
((151), 5+Br+dU).

Бромпроизводное (151) широко используется
для качественной и количественной оценки синте+
за ДНК в клетках и тканях методами флуоресцент+
ной микроскопии и проточной цитометрии [250].
Эти исследования позволили не только детально
изучить пролиферацию клеток, влияние факторов
роста, сайты репликации ДНК, дифференциацию
клеток [251], нейрогенез [252], но и создать эффек+
тивные методы диагностики в клинической онколо+
гии, химио+ и радиотерапии, а также в канцерогене+
зе [253]. 5+Br+dU – структурный аналог тимидина,
является субстратом для киназ и в виде 5'+трифос+
фатного производного эффективно встраивается в
растущую цепь ДНК с помощью ДНК+полимераз.
Для проведения анализа во время S+фазы клеточно+
го цикла вводится 5+Br+dU, далее проводится фик+
сация клеток и определение включившегося в ДНК
5+Br+dU с помощью антител. Чтобы сделать 5+Br+
dU доступным для антител, требуется провести
предварительную частичную денатурацию двуце+
почечной ДНК под действием кислот или нагрева+
нием. Однако при этом происходит значительное
разрушение многих клеточных эпитопов. Кроме то+
го, объемность антител затрудняет их проникнове+
ние в случае компактных конденсированных струк+
тур. Поэтому важно было разработать аналогичный
метод анализа, но без использования антител.

Недавно в качестве альтернативы 5+Br+dU был
предложен 5+этинил+2'+дезоксиуридин (148) [254,
255]. Первые стадии работы соответствуют анало+
гичным для 5+Br+dU, однако вместо использования
флуоресцентно меченных антител, обычно прово+
дят присоединение флуоресцентного красителя,
содержащего азидогруппу (схема 21). Этот подход
не требует предварительной денатурации ДНК, что
позволяет проводить мультиплексный анализ кле+
точных эпитопов с использованием антител, а так+
же дополнительно окрашивать ДНК флуоресцент+
ными красителями. Стоит отметить, что использо+
вание вместо 5+Br+dU 5+этинильного производного
(148) существенно сокращает время и стоимость
эксперимента.

Отдельно хотелось бы выделить работы [256,
257], в которых для выявления остатков (148) про+
водили присоединение 5+бром+5'+азидо+5',2'+дидез+
оксиуридина с последующим детектированием по+
следнего антителами. Так как остаток 5+Br+dU экс+
понирован в большую бороздку ДНК+дуплекса, то
он становится более доступен для антител и отпада+
ет необходимость в денатурации ДНК. Также эти
работы могут продемонстрировать эффективность
использования 5+этинил+2'+дезоксиуридина (148)
консервативно настроенным специалистам. Карелл
и сотр. [147, 258] на примере прокариотических по+
лимераз показали, что 5'+трифосфат (150) не всегда
достаточно эффективно встраивается в цепь ДНК.

OO

OH

N

NH

O

OP

O

OP

O

O

O O

P

O

O

O

(148) (149)

(150)

�

� � �

(151)

OHO

OH

N

NH

O

O
OHO

OH

N

NH

O

O

OH

OHO

OH

N

NH

O

O

Br



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 36  № 4  2010

МОДИФИКАЦИЯ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 461

Тем не менее факт мечения ДНК в культурах клеток
и in vivo с применением 5+этинил+2'+дезоксиуриди+
на (148), говорит о том, что его 5'+трифосфат встра+
ивается в растущую цепь ДНК с эффективностью,
достаточной для детекции [259]. Основное приме+
нение этинильного производного (148) – количе+
ственное определение пролиферации клеток – как
в культуре клеток [260–275], так и в эмбрионах [276]
и животных [254]. Кроме того, он был предложен
для детекции репликации, протекающей вне S+фа+
зы клеточного цикла, что может указывать на нару+
шения системы репарации клетки [277].

Недавно была опубликована работа [278], в ко+
торой 5+этинилуридин (149) был использован для
мечения РНК in vivo. Продемонстрировано, что
производное (149) эффективно проникает в клетки
и встраивается в РНК (содержание в РНК составля+
ет 1–3% от уридина). Его дифосфат не является суб+
стратом рибонуклеотидредуктазы, что позволяет
проводить селективное мечение РНК. Используя
нуклеозид (149), удалось продемонстрировать раз+
личие транскрипции в разных органах мыши. При+
чем можно было работать с большими фрагментами
органов (~1 см), что выгодно отличает данный ме+
тод от метода на основе 5+Br+dU.

Для модификации ДНК большим числом эти+
нильных групп в процессе ПЦР были получены 5'+
трифосфаты октадиинильных нуклеозидов (152)
[147, 258, 279–282], (153) [147, 279, 283], (154) и
(156) [279]. Они весьма эффективно встраиваются в
растущую цепь ДНК различными полимеразами и

способны полностью замещать соответствующие
природные нуклеозиды. Трифосфат (155) [280] фер+
ментативно встраивали в ДНК и затем изучали ее
устойчивость к различным нуклеазам. Удивительно,
что трифосфат (157) оказался плохим субстратом
полимераз [147]. Описан также синтез трифосфата
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(158) [284], но сам такой трифосфат не тестировался
в полимеразной реакции, а использовался для полу+
чения с помощью CuAAC других модифицирую+
щих трифосфатов, несущих остаток борной кисло+
ты. Такие трифосфаты являлись субстратами поли+
мераз и эффективно встраивались в нуклеотидную
цепь в процессе ПЦР, а ПЦР+продукт приобретал
способность связывать углеводы [284].

Соединение (159) использовалось для фермен+
тативного введения алкинов в двухцепочечную
ДНК с помощью метилтрансфераз (схема 22). По+
видимому, субстратом служит азиридиниевое про+
изводное, аналогичное соединению (78), образую+
щееся в результате алкилирования атома азота ал+
килйодидом [284].

Таким образом, рассмотренные в разделах 2 и 3
известные на сегодняшний день методы и реагенты
позволяют модифицировать олигонуклеотиды и
ДНК терминальными ацетиленами и азидами,
включая те случаи, когда эти функциональные
группы в дальнейшем не использовались для
CuAAC. Представленный материал может оказать+
ся полезным для исследователей, которые выбира+
ют методы специфической модификации НК под
свои задачи.

Далее рассмотрим примеры ковалентной моди+
фикации ДНК с помощью CuAAC. Их можно под+
разделить на методы с участием твердой фазы и ре+
акции в растворе.

4. МОДИФИКАЦИЯ ДНК С ПОМОЩЬЮ 
CuAAC С УЧАСТИЕМ ТВЕРДОЙ ФАЗЫ

4.1. Модификация ДНК на твердой фазе 
с последующим переводом в раствор

Имеется несколько примеров, когда ковалент+
ную модификацию олигонуклеотидов проводят на
твердой фазе после завершения олигонуклеотидно+
го синтеза и введения алкинов или азидов. Обычно

используют медный катализ в воде или водно+орга+
нической среде. В качестве катализатора применя+
ли соединения одновалентной меди, образующие+
ся при смешивании раствора CuSO4 с аскорбино+
вой кислотой [86, 93, 95, 97, 102, 200, 238–240]. В
качестве восстановителя применяли также
трис(карбоксиэтил)фосфин [224], а в качестве со+
единения Cu(I)–CuI [93] и CuBr [195]. Оказалось,
что реакцию на твердой фазе значительно ускоряет
микроволновое облучение, причем реакцию прово+
дят при температуре 60°С в водно+метанольной
среде [95, 97, 102, 200, 238–240] или в растворе
DMSO [172]. Добавление лиганда TBTA (13а) зна+
чительно увеличивает выход целевого продукта [86,
93, 195, 224].

Реакция на твердой фазе использовалась в эф+
фектном методе модификации олигонуклеотида
тремя различными азидами. В олигонуклеотид
встраивали ацетилен с помощью амидита (121) и
два защищенных ацетилена с помощью реагентов
(126а) и (126б). После завершения синтеза продукт
модифицировали по незащищенному терминаль+
ному алкину, затем носитель промывали 1% уксус+
ной кислотой для удаления триметилсилильной
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группы из алкина (126а). Далее проводили модифи+
кацию вторым азидом. После этого олигонуклеотид
деблокировали и удаляли триизопропилсилильную
группу фторидом тетрабутиламмония в смеси аце+
тонитрил/DMF 4 : 1. Модификацию третьим ази+
дом осуществляли в растворе. На твердой фазе мож+
но проводить только первую стадию, после которой
обработка олигонуклеотида водным раствором ам+
миака приводит к удалению триметилсилильной
группы из реагента (126а) и освобождению второго
алкина. В этом случае реакции со вторым и третьим
азидами протекают в растворе [195].

На твердой фазе исследовалась циклизация
олигонуклеотида (161), содержащего на 3'+фос+
фате алкин, а по 5'+терминальному положению
азидогруппу (схема 23). Реакция в условиях мик+
роволнового облучения дает циклические про+
дукты (162а,б) и (163а,б), причем при увеличе+
нии длины олигонуклеотида доля циклического
димера (163) возрастает [95]. Следует отметить,
что образование подобного циклического диме+
ра наблюдалось и в случае твердофазной цикли+
зации пептидов [286].

4.2. Иммобилизация ДНК

Поскольку азиды и терминальные алкины
весьма устойчивы в водных растворах (не под+
вергаются гидролизу как, например, оксисук+
цинимидные эфиры), и медькатализируемое

циклоприсоединение является pH+независи+
мой реакцией, этот метод перспективен для им+
мобилизации ДНК на твердой фазе. В таблице
представлены описанные в литературе приме+
ры иммобилизации ДНК посредством CuAAC.
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Иммобилизация ДНК на твердой фазе с помощью CuAAC

Твердая фаза Условия иммобилизации Ссылки

Стекло

Азидо+ДНК, CuI, DIEA, DMSO, H2O, 12 ч [114, 115]

Стекло

Алкинил+ДНК, Cu(MeCN)4PF6, TBTA, ас+
корбат, DMSO, H2O [244]

Золото Алкинил+ДНК, CuBF4, 
TBTA, DMSO, H2O [241]

Алкинил+ДНК, CuSO4, аскорбат, TBTA, 
водный буфер [188]

Стекло Алкинил+ДНК, нанесение в водном буфе+
ре, высушивание, давление [194]

Алкинил+ДНК, CuSO4, аскорбат, TBTA, 
водный буфер [120, 19]

Золото, наночастицы

Алкинил+ДНК, CuBr, TBTA, DMSO, H2O, 
tBuOH [281]

Сефароза

Алкинил+ДНК, CuSO4, аскорбат, TBTA, 
водный буфер [204]
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Схема 24. Ковалентная сшивка тандемного олигонуклеотидного комплекса с помощью двух последовательных реакций [122].

Таблица. Окончание

Твердая фаза Условия иммобилизации Ссылки
Стекло, покрытое алкинсодержащими сополимерами: акрило+
вой кислоты и метилметакрилата (170), трет+бутилакрилата и 
метилметакрилата (171).

Азидо+ДНК, Cu(MeCN)4BF4, TBTA, 
DMSO, H2O [118]

Br O

O

CO2HMeO O

(170)
n m

Br O

O

MeO O O O

(171)

n m

3
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Твердофазный носитель модифицируют азидом
или алкином тем или иным способом и проводят
иммобилизацию алкин+ или азидмодифицирован+
ной ДНК в водном или водно+органическом рас+
творе в присутствии меди(I) и, как правило, ее хела+
тора, TBTA.

Примечательна индукция циклоприсоединения
давлением, описанная в работе [194]: после нанесе+
ния алкин+ДНК на гидрофобную азидоповерхность
(167) и высушивания ковалентное присоединение
ДНК происходит в тех местах, к которым приложе+
но давление (матрица прижимается грузом массой
120 г). Такой способ удобен для получения высоко+
разрешенных рисунков из иммобилизованной
ДНК. Показано, что способность к гибридизации
иммобилизованной ДНК зависит от способа введе+
ния алкина: лучше сохраняется способность к ги+
бридизации у модифицированной ДНК с алкином в
терминальном положении [194]. Для контроля про+
цесса иммобилизации используют гибридизацию с
комплементарной последовательностью, плазмон+
ный резонанс, атомно+силовую микроскопию.

5. МОДИФИКАЦИЯ ДНК С ПОМОЩЬЮ 
CuAAC В РАСТВОРЕ

5.1. CuAAC в синтезе конъюгатов ДНК–ДНК

Модификация ДНК и олигонуклеотидов с по+
мощью CuAAC в растворе получила наибольшее
распространение из+за удобства проведения реак+
ции. Но в присутствии кислорода и соединений ме+
ди возможна окислительная деградация ДНК [287],
что было замечено в одной из первых работ [104]. В
дальнейшем использование лиганда TBTA для ста+
билизации Cu(I) и проведение реакции в инертной
атмосфере позволили избегать деградации ДНК и
получать высокие выходы продукта конъюгации.

В растворе легко протекают внутримолекуляр+
ные реакции или реакции внутри комплементар+
ных комплексов, что позволяет синтезировать до+
вольно сложные конструкции, труднодоступные
другими методами. Например, в одной из первых
работ по CuAAC на ДНК [122] из модифицирован+
ных олигодезоксинуклеотидов (172), (173) и (174),
образующих тандемный комплекс и несущих в мо+
дификации амин, алкин/карбоксил и азид, соот+
ветственно, последовательной обработкой кон+
денсирующим реагентом (4+(4,6+диметокси+1,3,5+
триазин+2+ил)+4+метилморфолинийхлоридом) и
соединением меди(I) получают ковалентный
конъюгат (175) с выходом 32% (схема 24).

Если поместить азид и ацетилен в терминальные
положения олигонуклеотида, то можно осуществ+
лять циклизацию. Например, после обработки
конъюгата (176) катализатором был выделен цик+
лический продукт (177) [101], а из конъюгата (178)
получено вещество (179) [95] (схема 25).

Циклоприсоединение азидов и алкинов позво+
ляет синтезировать ДНК+наноструктуры. Описана
сборка из двухцепочечной ДНК шестиугольника,
каждая из сторон которого представляет из себя
десятизвенный дуплекс (один виток спирали)
(схема 26) [105]. Сначала был синтезирован 70+
звенный олигонуклеотид (180), модифицирован+
ный по 5'+терминальному положению ацетиле+
ном, а по 3'+терминальному положению – азидом.
Добавление медного катализатора индуцирует
внутримолекулярную циклизацию в растворе. По+
лученный продукт (181) служит матрицей для ги+
бридизации 72+звенного олигонуклеотида, моди+
фицированного таким же образом, как и олиго+
мер (180). После образования комплементарного
комплекса (182) проводят циклоприсоединение;
в результате образуется шестиугольник (183). На
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схеме 26 отдельно показана нуклеотидная последо+
вательность и структура 1,2,3+триазолсодержащих
линкеров в продукте (183). Дуплексные сегменты
соединены некомплементарными дитимидиновы+
ми линкерами, которые должны обеспечивать из+
гиб ДНК+цепи [105].

CuAAC позволяет с выходами более 60% полу+
чать замкнутые дуплексы (иногда их называют ган+
телеобразными), даже очень короткие. Такие струк+
туры чрезвычайно устойчивы. Например, метод
термической денатурации показывает, что темпера+
тура плавления мини+дуплекса (184) в воде состав+
ляет более 75°C, а четырехзвенная структура (185)

не плавится при этой температуре даже в 20% фор+
мамиде [106, 107]. Такие мини+дуплексы удобны
для изучения интеркалирующих флуорофоров и
специфичности связывания с ДНК антибиотиков
[107, 108]. В качестве петлевой части гантелеобраз+
ных ДНК+структур может выступать короткая нук+
леотидная последовательность, а при сборке таких
структур из двух комплементарных олигонуклеоти+
дов обе петлевые части содержат триазольные фраг+
менты [96, 111].

Перечисленные примеры показывают, что внут+
римолекулярная циклизация олигонуклеотидов в
растворе протекает весьма эффективно. Дополни+
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тельной иллюстрацией этого может служить превра+
щение соединения (186) под действием медного ка+
тализатора: единственным продуктом является би+
циклический олигонуклеотид (187) [95] (схема 27).

Описаны примеры синтеза олигонуклеотид+
олигонуклеотидных конъюгатов [77, 79, 93], введе+
ния межцепочечных сшивок в ДНК+дуплексы
[109], а также различные сшивки внутри ДНК+три+
плексов [123] и квадруплексов [119]. Таким обра+
зом, CuAAC представляет собой удобный метод
синтеза разнообразных структур на основе олиго+
нуклеотидов. Внутримолекулярные и внутриком+
плексные реакции дают лучшие выходы продуктов,
но реакция вполне пригодна и для использования в
межмолекулярном варианте.

5.2. Синтез других конъюгатов ДНК

Модификация в растворе использовалась для
получения конъюгатов ДНК с веществами пептид+
ной природы – зеленым флуоресцентным белком
[191], эстеразой 2 E. coli [117], пептидными аналога+
ми НК [218] и пептидным антикоагулянтом бива+
лирудином [121]. Несмотря на немногочисленность
таких примеров, можно с уверенностью утверждать,
что CuAAC в ближайшие годы станет основным ин+
струментом в синтезе ДНК+белковых конъюгатов
для самых разнообразных целей.

Область конъюгатов НК с углеводами разработа+
на значительно лучше. Многие работы посвящены
модификации НК различными сахарами (иногда
присоединение сахара проводят на твердой фазе):
производными галактозы [97, 102, 147, 193, 203, 220,
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239, 240, 258, 279, 282, 283], маннозы [86, 97, 102,
240], фукозы [193, 200] и неамина (неомицина A)
[86]. Область применения олигонуклеотид+угле+
водных конъюгатов довольно обширна [288]. Полу+
ченные с помощью CuAAC углеводные производ+
ные ДНК использовались преимущественно для
получения лектинсвязывающих гликочипов [102,
200, 203, 240] и для направленной металлизации
двухцепочечной ДНК [258, 283].

В качестве аффинной метки циклоприсоедине+
нием в ДНК вводили биотин [195, 231, 233].

Флуоресцентные красители весьма популярны
для мечения ДНК. Описаны модификации олиго+
нуклеотидов дансилом [87], пиреном [195, 227, 285],
периленом [205], флуоресцеином [195, 220], тетра+
метилродамином и индокарбоцианином Cy3 [195].

3+Азидо+7+гидроксикумарин (188) интересен
тем, что он практически не обладает флуоресценци+
ей, а после реакции с алкиновыми производными
ДНК появляется интенсивная эмиссия при 478 нм
[225, 228–230, 233, 235, 243]. В ДНК вводили произ+
водные феноксазиния (189) и кумарина (190) и изу+
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чали зависимость интенсивности флуоресценции
конъюгатов от способа присоединения красителя
[196]. Диазидопроизводное перилендиимида (191)
позволяет получать конъюгаты, в которых к одному
остатку красителя присоединены два олигонуклео+
тида [197, 198]. Цианиновый краситель (192) служит
фотосенсибилизатором и позволяет детектировать
на фотобумаге до 0.3 фмоль ДНК [226].

Упомянутая в разделе 3.3 детекция включения 5+
этинил+2'+дезоксиуридина (148) в ДНК/РНК, син+
тезирующуюся в живой клетке, может также быть
условно отнесена к мечению в растворе. Для кова+
лентного присоединения синтезированы разнооб+
разные азиды флуорофоров, например, производ+
ные тетраметилродамина (193), красителей Alexa
Fluor 568 (194а,б) и Alexa Fluor 594 (195) [253, 275].
Но обычно используют коммерческие азиды; среди
них наиболее употребительным является Alexa Flu+
or 488 (196), полоса эмиссии которого по положе+
нию близка к полосе эмиссии флуоресцеина.

6. CuAAC В СИНТЕЗЕ АНАЛОГОВ 
ОЛИГОМЕРОВ ДНК

Поскольку среди многочисленных аналогов
нуклеозидов были получены как азидо+, так и алки+
нопроизводные, применение реакции [3 + 2]+цик+
лоприсоединения для синтеза производных нук+
леозидов не заставило себя ждать. Рассмотрение
всех модифицированных нуклеозидов, содержащих
1,2,3+триазольную группу, выходит за рамки цели
данного обзора. Следует отметить только примене+

ние триазольного линкера для присоединения нук+
леозидов друг к другу. Первое упоминание о том,
что встраивание динуклеозида (197) в олигонуклео+
тидную цепь приводит к снижению температуры
плавления дуплекса с комплементарной последова+
тельностью, относится к 1997 г. [234]; триазольные
модификации встраивали в олигонуклеотиды с по+
мощью соответствующих динуклеозидных произ+
водных [289]. В последующие годы были описаны
синтезы динуклеозидных производных (198) [290] и
(199) [291], а также нуклеозидных кластеров типа
(200) [292], (201) [293] и (202) [294].

Недавно возникла идея использовать триазол+
содержащий линкер в синтезе аналогов олигонук+
леотидов. Поскольку медькатализируемое цикло+
присоединение происходит региоспецифично и с
высокими выходами, этот метод подходит для по+
шагового наращивания цепи. Были разработаны
три варианта такого подхода и синтезированы соот+
ветствующие тиминсодержащие олигомеры (203)
[295], (204) [296–298], (206) [299, 300]. Из этих со+
единений только олигомер (204) продемонстриро+
вал способность связываться с комплементарной
ДНК+последовательностью, причем температура
плавления дуплекса более чем на 40°C превысила
температуру плавления дуплекса соответствующего
декатимидилата [297]. Авторы работы [297] объяс+
няют этот факт электронейтральностью скелета це+
пи и его соответствие природной ДНК по числу ато+
мов в межнуклеозидном линкере.
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Следует отметить еще одну интересную осо+
бенность триазольного линкера. Была исследова+
на ПЦР+амплификация матрицы, полученной
CuAAC+лигированием азид+ и алкинмодифици+
рованных олигонуклеотидов и содержащей в ре+
зультате внутри цепи динуклеозид (206) [79]. Оказа+
лось, что в ПЦР+продукте фрагмент (206) заменяет+
ся на единичный тимидин, причем это имеет место
для различных ДНК+полимераз. Авторы отмечают,
что обнаружение такого специфично амплифици+
руемого продукта химического лигирования откры+
вает новые возможности в биологии и нанотехно+
логии.

7. ПРИСОЕДИНЕНИЕ К АЗИДАМ АЛКИНОВ, 
АКТИВИРОВАННЫХ НАПРЯЖЕНИЕМ 

ЦИКЛА

В циклооктинах (207) тройная связь напряже+
на, поэтому собственно циклооктин реагирует с
азидами очень быстро [301, 302]. Этот факт послу+
жил отправной точкой для идеи Бертоцци и сотр.
ввести в циклооктин функциональные группы и
использовать эту реакцию для биоконъюгации
[303] (схема 28).

Начиная с 2004 г. было синтезировано несколько
функциональных производных циклооктинов –
кислоты (209) [303], (210)–(212) [304], (213) [305],
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(214), (215) [306], (216) [307], производное азацик+
лооктина (217) [308] и активированное производ+
ное дибензоциклооктина (218) [309]. Недавно опи+
сано фотоиндуцируемое образование дибензоцик+
лооктина из соответствующего циклопропенона
[310]. Из циклооктиновых кислот были получены
биотиновые производные, а также производные
флуоресцентных красителей – Alexa Fluor 488,
Alexa Fluor 555, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594,

Alexa Fluor 647, которые использовались для визу+
ализации различных азидов [311, 312], в том числе
на эмбрионах [313].

Эффективность биоконъюгации с помощью ре+
акции циклооктинов с азидами уступает таковой
для методов с использованием CuAAC. Но метод
циклоприсоединения без медного катализатора
имеет большие перспективы, поскольку эту реак+
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Схема 28. Присоединение циклооктинов к азидам в отсутствие медного катализа.
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цию можно проводить в живых системах, где со+
единения меди могут оказаться токсичными. К на+
стоящему времени описан единственный пример
использования циклооктинов для получения про+
изводных НК. Аминомодифицированные олиго+
нуклеотиды модифицировали активированным
эфиром кислоты (215), а затем иммобилизовали на
азидомодифицированную поверхность клеток
[314]. Такая функционализация поверхности оли+
гонуклеотидами открывает возможности сборки с
помощью гибридизации различных структур с кон+
тролируемым взаимным расположением клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, реакция циклоприсоединения
азидов и алкинов, особенно в медь (I)+катализируе+
мом варианте, является мощным методом биоконъ+
югации, ортогональным по отношению к большин+
ству других реакций и функциональных групп. Эта
реакция имеет огромные перспективы использова+
ния в области исследования и биотехнологии НК,
поскольку к настоящему времени разработаны
многочисленные методы введения азидов и терми+
нальных алкинов в эти макромолекулы.

За время подготовки данного обзора к печати в
литературе появились новые сообщения о модифи+
кации ДНК с помощью реакции циклоприсоедине+
ния азидов и алкинов [315–324].
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The use of the reaction of azide and alkyne cycloaddition for the synthesis of nucleic acid conjugates and
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