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Изучено влияние температуры на эффективность введения дейтерия в пирролилкарнозин (ПК). В
качестве источника дейтерия использовали газообразный дейтерий и тяжелую воду. Изотопный об-
мен проводили при использовании твердофазного и жидкофазного методов. Установлено, что для
получения препаративных количеств меченого пирролилкарнозина лучше применять изотопный
обмен с дейтериевой водой. При использовании твердофазного метода основная метка находится в
пирроле. Включение дейтерия при более высокой температуре происходит более равномерно. Кро-
ме того, использование дейтериевой воды позволило снизить количество немеченого изотопомера
практически до 0% и получить препарат с выходом 70% и содержанием более 7 атомов дейтерия.
Установлено, что содержание атомов дейтерия в веществе можно увеличить, проведя предваритель-
ную обработку реакционной смеси газообразным дейтерием. Этот подход открывает дополнитель-
ные возможности при получении высокомеченных соединений.
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ПК (3-(1H-имидазол-5-ил)-2-(3-пиррол-1-
ил-пропаноиламино) пропановая кислота) – но-
вое перспективное соединение, синтезированное
на основе карнозина и пиррола с учетом их био-
логических свойств [1].

Нейропротекторная эффективность дипепти-
да карнозина (бета-аланил-L-гистидин), обу-
словленная его широким спектром биологиче-
ского действия, включая антиоксидантное, пред-
ставлена в различных экспериментальных
моделях паркинсонизма и ишемии головного
мозга, а также в пилотных клинико-биохимиче-
ских исследованиях [2]. Однако значимым фак-
тором, лимитирующим выход карнозина в прак-
тическую медицину в виде лекарственной фор-
мы, является его быстрый гидролиз в кровяном
русле под действием специфического фермента –
сывороточной карнозиназы. Одним из способов
защиты карнозина от гидролиза является синтез
конъюгатов с другими биологически активными

молекулами [3]. Производные второго компонен-
та нового соединения – пиррола (ароматического
пятичленного азотистого гетероцикла) нашли
широкое применение при синтезе терапевтиче-
ски активных соединений, включая фунгициды,
антибиотики, противоопухолевые средства, не-
стероидные противовоспалительные препараты
[4–6], а также пирацетам, характеризующийся
нейротропным и нейропротекторным действием
и входящий в перечень жизненно необходимых и
важнейших лекарственных препаратов РФ.

По исследованным физико-химическим ха-
рактеристикам новосинтезированное соедине-
ние ПК описывается следующей структурной
формулой, подтвержденной данными ЯМР-
спектроскопии и масс-спектрометрии высокого
разрешения [1]:

Молекулярная масса ПК, определенная мето-
дом масс-спектрометрии высокого разрешения,
составила 276 г/моль. Полученное в результате
флэш-хроматографии вещество обладало чисто-
той 99% (ЯМР), по данным ВЭЖХ подтвержден-
ная чистота ПК превышала 99% [1].
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ПК характеризуется высокой устойчивостью к
гидролизу сывороточной карнозиназой: в тече-
ние 3 ч он практически не подвергался гидролизу,
тогда как карнозин гидролизовался за 1 ч на 86%
и полностью в течение 3 ч [1].

Антиоксидантная активность ПК, измеренная
на модели инициируемого ионами Fe2+ перекис-
ного окисления выделенных из сыворотки крови
липопротеинов (ЛП), была сопоставима с дей-
ствием карнозина, а в ряде случаев превышала его
эффективность [1].

По данным МТТ-теста ПК не проявлял соб-
ственной токсичности при инкубации культуры
нейробластомы человека SH-SY5Y, дифференци-
рованной по дофаминергическому типу, в широ-
ком диапазоне концентрации в среде культиви-
рования (100, 500, 1000 мкМ, и 2.5, 5.0, 10 мМ) [1].

В условиях окислительного стресса, индуци-
рованного 2,2'-азобис(2-метилпропионамидин)
дигидрохлоридом (ААРН) на культуре клеток SH-
SY5Y, пирролилкарнозин при его внесении в
культуральную среду (в концентрации 10, 50, 250,
500, 1000 мкМ), начиная с концентрации 10 мкМ,
увеличивал выживаемость клеток на 10–15% (по
данным МТТ-теста) [1].

При моделировании ишемии мозга in vitro с
использованием модели глюкозо-кислородной
депривации (ГКД) на первичной культуре клеток
коры больших полушарий мозга крыс ПК в кон-
центрациях 100, 200, 500 и 1000 мкМ при инку-
бации с ним культуры во время 4 ч ГКД и 24 ч
реоксигенации на 10–12% повышал жизнеспо-
собность нейронов (по данным МТТ-теста) и на
20–25% снижал долю погибших клеток (по дан-
ным ЛДГ-теста) [1].

В условиях NMDA-индуцированной эксайто-
токсичности ПК, внесенный в культуральную
среду в концентрациях 200, 500 и 1000 мкМ по
данным ЛДГ-теста снижал гибель нейронов куль-
туры коры больших полушарий мозга крыс на
43.8, 46.3 и 43.3%.

Целью данной работы было получение препа-
ративных количеств меченого ПК с содержанием
дейтерия более 2 атомов.

Дейтерированные производные низкомолеку-
лярных веществ являются наиболее оптимальны-
ми внутренними стандартами для масс-спектро-
метрического анализа. Дейтерированное произ-
водное не отличается по полярности и
липофильности от целевого соединения и при
пробоподготовке ведет себя аналогично целевому
соединению. В то же время отличие по молеку-
лярной массе позволяет измерять хроматограммы
указанных веществ независимо.

Нормировка площади пика аналита на пло-
щадь хроматографического пика внутреннего
стандарта позволяет компенсировать влияние

потерь при извлечении целевого соединения из
биологического образца, а также нивелирует воз-
можные природные флуктуации при масс-спе-
ктрометрическом анализе. В целом применение
дейтерированных стандартов существенно сни-
жает ошибку метода и повышает точность и на-
дежность количественного масс-спектрометри-
ческого анализа.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Катализаторы, реагенты и растворители – ком-

мерческие препараты: катализатор 5% Pd/Al2O3
(Merck (США), х.ч.); носитель Al2O3 (Merck (США),
размер ≤10 мкм, чистота 99%). Пирролилкарно-
зин получен из Федерального государственного
бюджетного научного учреждения “Научный
центр неврологии”.

Для введения дейтерия в ПК использовали ме-
тоды, применяемые для получения меченых со-
единений [7–12]. Наиболее перспективным счи-
тается проведение изотопного обмена в присут-
ствии гетерогенных катализаторов, а в качестве
источника дейтерия газообразный дейтерий или
дейтериевая вода. Для оптимизации методики
введения изотопа использовали ПК, который на-
носили на Al2O3, с последующим механическим
перемешиванием этой смеси с 5% Pd/Al2O3. Та-
кую смесь можно было обрабатывать и газообраз-
ным дейтерием и дейтериевой водой. В первом
случае реализовывался твердофазный метод, во
втором – жидкофазный. ПК прекрасно раство-
рим в воде. Поэтому при использовании дейтери-
евой воды пептид переходил в раствор и изо-
топный обмен происходил при взаимодействии
молекул вещества с D2О в присутствии катализа-
тора.

Включение дейтерия в ПК контролировали
масс-спектрометрическим методом на приборе
LCQ Advantage MAX (Термоэлектрон, США) ти-
па квадрупольная ионная ловушка, с ионизацией
электрораспылением, детектированием масс-
спектров в отрицательно заряженных ионах и
прямым вводом раствора образца с концентраци-
ей 10 мкг/мл в метаноле.

При нагревании пептида, нанесенного на ка-
тализатор, без использования растворителя, как
правило, удается получить соединения с боль-
шим содержанием изотопа водорода. Но многие
соединения оказываются недостаточно устойчи-
выми в условиях реакции и выход становится не-
удовлетворительным. В этих случаях пептид на-
носят на носитель и смешивают с катализатором
[9]. ПК наносили на оксид алюминия (1: 100) и
растирали с 5% Pd/Al2O3 при соотношении ката-
лизатор-вещество 5: 1. На первом этапе реакцию
проводили при 150°C, 175°C, 200°C и 225°C
(15 мин, давление D2 400 гПа) (табл. 1). ПК из ре-
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Таблица 1. Распределение дейтерия по изотопомерам в меченом ПК при различной температуре (изотопный об-
мен с газообразным дейтерием, соотношение в смеси 5% Pd/Al2O3–Al2O3-ПК равно 5:100:1)

*∑D – число атомов дейтерия в молекуле меченого ПК (в скобках – в остатке гистидина).

Изотопомеры

Температура, °С
Распределение дейтерия по изотопомерам, в %

150°C 175°C 200°C 225°C

D0 2.41 2.08 0.88 1.56

D1 1.67 0.66 1.04 1.72

D2 3.76 1.45 2.18 3.64

D3 11.91 5.24 2.60 3.36

D4 30.43 15.67 6.33 6.11

D5 37.73 32.72 10.75 10.00

D6 11.15 30.67 19.14 14.49

D7 0.83 9.26 28.70 13.80

D8 0.16 1.55 18.46 16.20

D9 – 0.62 6.98 8.44

D10 – 0.15 1.14 6.81

D11 – – 0.93 6.73

D12 – – 0.73 4.81

D13 – – 0.18 2.36

*∑D 4.29 ± 0.11 (0.84 ± 0.05) 5.14 ±0.14 (1.40 ± 0.07) 6.51 ± 0.2 (2.53 ± 0.12) 7.13 ± 0.5 (2.92 ± 0.33)

Выход, % 62 ± 5 30 ± 3 10 ±3 6 ±2

акционной смеси экстрагировали водным мета-
нолом (МеОН-Н2О 1:2). Для этого в центрифуж-
ную пробирку с пробой добавляли 0.1 мл раство-
ра, затем использовали шейкер и центрифугу.
Экстракт анализировали масс-спектрометриче-
ски и на хроматографе Милихром А-02, колонка
ProntoSIL-120-5-C18 AQ (2 × 75 мм, размер ча-
стиц 5 мкм). Температура колонки 35°С. Длина
волны 210 нм. Элюент А – 0.1% уксусная кислота,
элюент Б – метанол, линейный градиент от 0 до
70% Б за 12.5 мин. Скорость подачи элюента
200 мкл/мин. Время удерживания пирролилкар-
нозина 4.8 мин.

Полученные данные показали, что дейтерий,
главным образом, включался в пиррол. При по-
вышении температуры от 150°C до 225°C включе-
ние дейтерия в гистидин увеличивалось от 20% до
41%, т.е. при повышении температуры распреде-
ление дейтерия становилось более равномерным.
Установлено, что при повышении температуры
наблюдалась значительная деградация ПК, и в
масс-спектрах появлялся пик продукта деграда-
ции с m/z в районе 218. По-видимому, происходи-
ло разрушение ароматических фрагментов. При
175°C в продуктах реакции ПК доминирует, а от-

носительное содержание продукта деградации
составляет около 30%, при 200°C доминирует уже
продукт деградации, а содержание ПК составляет
около 30%, при 225°C относительное содержание
ПК падает до ~10%.

Как следует из полученных данных (табл. 1),
содержание дейтерия высокое, но выход для пре-
паративного синтеза желательно увеличить. Для
этого использовали два подхода. Первый, изме-
нение содержания Al2O3 в реакционной смеси от-
носительно ПК (табл. 2). Второй, реакцию прово-
дили не в атмосфере дейтерия, а с дейтериевой
водой (табл. 3).

Выход [D]ПК при 150°C в первой серии экспе-
риментов был приемлемым для получения препа-
ративных количеств. Поэтому и при использова-
нии меньшего количества Al2O3 изотопный об-
мен проводили при 150°С. При этой температуре
включение дейтерия и выход ПК принципиально
не изменились. Таким образом, проведение реак-
ции при 150–170°C в течение 15 мин для получе-
ния препаративных количеств [D]ПК и в этом
случае является целесообразным (табл. 2).



26

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 508  2023

ШЕВЧЕНКО и др.

Масштабирование экспериментов при твердо-
фазном методе введения дейтерия, т.е. пропорци-
ональное увеличение количества вещества и газо-
образного дейтерия, связано с определенными
трудностями. А изменение соотношения количе-
ства вещества и газообразного дейтерия может
привести к значительному падению содержания
изотопа в препарате. При использовании дейте-
риевой воды обеспечить соответствующее мас-
штабирование намного проще. Обеспечить отно-
шение обменивающихся протонов к количеству
дейтериевой воды как 1:50 или даже к 1:100 не со-
ставляет труда. Поэтому провели опыты с ис-
пользованием дейтериевой воды.

При проведении изотопного обмена с дейте-
риевой водой использовали ту же смесь – 5%
Pd/Al2O3–Al2O3-ПК (5:20:1) (табл. 3). Эту смесь,
содержащую около 0.5 мг ПК, помещали в стек-
лянную ампулу, вносили 50 мкл дейтериевой во-
ды. Затем ампулу запаивали и помещали в термо-
стат. Реакцию вели 15 мин (табл. 3). После окон-
чания реакции водный слой упаривали. Остаток
растворяли в 0.1 мл смеси МеОН–Н2О (1:2) и ана-
лизировали, как описано выше.

При этом оказалось, что при использовании
дейтериевой воды выход и содержание дейтерия в
ПК гораздо меньше зависят от температуры по
сравнению с использованием твердофазного ме-
тода. Можно предположить, что 3–4 атома дейте-
рия входят в пирроловый фрагмент из дейтерие-
вой воды и только сверх этого количества дейте-
рий включается в остальную часть ПК. То есть
изменения условий реакции (табл. 3) касаются
только небольшого вклада в изотопный обмен в
случае ПК.

Совсем другая ситуация наблюдалась, если
предварительно выдержать смесь Al2O3-5%
Pd/Al2O3-ПК (20:5:1), в атмосфере газообразного
дейтерия для насыщения носителя активирован-
ными частицами дейтерия. Затем в ампулу с обра-
ботанной смесью вносили дейтериевую воду,
продували аргоном, запаивали и нагревали в тер-
мостате 15 мин (табл. 3). Включение дейтерия
резко возрастало. Таким образом, при использо-
вании данной методики наблюдается значитель-
ный эффект активации изотопного обмена. При
этом нужно подчеркнуть, что во время выдержи-
вания пептида, нанесенного на катализатор, при

Таблица 2. Эффективность изотопного обмена с газообразным дейтерием и устойчивость ПК при разных темпе-
ратурах (отношение в смеси 5% Pd/Al2O3–Al2O3-ПК 5:20:1)

*∑D – число атомов дейтерия в молекуле меченого ПК (в скобках – в остатке гистидина).

Изотопомеры

Температура, °C
Распределение дейтерия по изотопомерам, в %

125°C 150°C 175°C 200°C

D0 0.50 0.27 0.12 0.68

D1 5.73 0.60 0.45 0.72

D2 28.03 1.72 1.10 2.75

D3 40.20 6.09 2.04 3.13

D4 20.89 22.58 6.31 6.18

D5 4.21 45.34 22.28 8.87

D6 0.58 21.23 40.58 17.29

D7 – 2.19 21.53 24.75

D8 – – 4.38 21.14

D9 – – 1.00 9.07

D10 – – 0.27 1.60

D11 – – – 1.71

D12 – – – 1.64

D13 – – – 0.56

*∑D 2.90 ± 0.1 (0.48 ± 0.03) 4.82 ± 0.14 (1.22 ± 0.05) 5.86 ± 0.19 (1.95 ± 0.08) 6.74 ± 0.32 (2.83 ±0.18)

Выход 90 ± 6 76 ± 6 28 ± 4 6 ± 2
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комнатной температуре в атмосфере дейтерия,
включения изотопа в его молекулы не наблюдается.

Можно предположить, что включение дейтерия
в ароматические фрагменты ПК (пиррол и гисти-
дин) идут параллельно, но с разной скоростью.

По данным табл. 3 видно, что при использова-
нии неактивированного катализатора включение
дейтерия изменяется мало. Происходит включе-
ние дейтерия в пиррольный фрагмент около
3.20 атома при 125°C, 3.57 атома при 150°C,
3.62 атома при 175°C, т.е. изменение включения
дейтерия в этот фрагмент при повышении темпе-
ратуры невелико и, что самое главное, относи-
тельный рост содержания дейтерия в ПК имеет
тенденцию к уменьшению. Включение дейтерия
в гистидин, наоборот, имеет тенденцию к росту.
При переходе от 125°C к 150°C увеличение содер-

жания дейтерия в гистидине – 4%, при переходе
от 150°C к 175°C – 22%.

При использовании активированного катали-
затора наблюдается практически полный обмен
протия на дейтерий в пиррольном фрагменте.
Увеличение содержания дейтерия в гистидине
имеет тенденцию к уменьшению. При переходе
от 125°С к 150°С увеличение содержания дейте-
рия в гистидине – 15%, от 150°С к 175°С – 6%. Та-
ким образом, при использовании активирован-
ного катализатора итоговый изотопный обмен
возрастает, но со временем эффективность его
понижается. По-видимому, активированные ча-
стицы дейтерия, сольватированные на Al2O3 [9],
инициируют увеличение изотопного обмена во
всех фрагментах молекул ПК, что позволяет под-
нять содержание дейтерия в ПК в среднем на
треть (схема 1).

Таблица 3. Изотопный обмен дейтериевой воды со смесью 5% Pd/Al2O3–Al2O3-ПК (5:20:1)

* – предварительная обработка смеси 5% Pd/Al2O3–Al2O3-ПК газообразным дейтерием (2 ч, давление 400 гПа),
** – использование не активированного газообразным дейтерием катализатора;
∑D – включение дейтерия в молекулу ПК; ∑DHis – включение дейтерия во фрагмент гистидина;
(∑D–∑DHis) – включение дейтерия в пиррольный фрагмент (рассчитано по разности).

Изотопомеры

Температура, °C
Распределение дейтерия по изотопомерам, в %

125°C 150°C 175°C

D0 0.03* 0.06** 0.03* 0.05** –* 0.02**

D1 0.11 0.41 0.04 0.095 0.04 0.12

D2 1.04 3.92 0.28 1.075 0.21 0.88

D3 5.40 16.90 2.11 7.94 0.87 6.18

D4 15.68 41.07 8.94 30.50 4.12 24.48

D5 20.92 36.72 19.04 57.25 11.85 46.85

D6 15.52 0.86 16.99 3.03 18.93 18.41

D7 14.69 0.05 15.37 0.08 21.22 2.57

D8 14.47 0.03 16.38 – 21.00 0.53

D9 9.08 – 11.61 – 12.83 0.01

D10 3.54 – 6.68 – 6.35 –

D11 0.03 – 2.12 – 1.88 –

D12 – – 0.39 – 0.59 –

D13 – – 0.02 – 0.12 –

∑D 6.14 ± 0.14 4.12 ± 0.13 6.78 ± 0.15 4.53 ± 0.11 7.17 ± 0.14 4.85 ± 0.10

∑DHis 1.71 ± 0.06 0.92 ± 0.05 2.00 ± 0.06 0.96 ± 0.06 2.12 ± 0.08 1.23 ± 0.07

(∑D – ∑DHis) 4.43 ±0.18 3.2 ± 0.017 4.78 ± 0.2 3.57 ± 0.17 5.05 ± 0.21 3.62 ± 0.15

Выход, % 89 ± 6 98 ± 7 89 ± 7 96 ± 6 84 ± 8 94 ± 9
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Схема 1. Включение дейтерия изотопным обменом с дейтериевой водой при наличии кислотных центров на катали-
заторе.

Препаративный синтез проводили с 50 мг ПК,
нанесенном на 1 г Al2O3, с последующим смеши-
ванием с 250 мг 5% Pd/Al2O3. Смесь тщательно
перетирали и переносили в ампулу. Ампулу за-
полняли газообразным дейтерием и выдерживали
при комнатной температуре 2 ч. Затем вносили
0.5 мл дейтериевой воды, продували аргоном, и
ампулу запаивали. Реакцию вели 15 мин при
160°С. После охлаждения ампулу вскрывали и
[D]ПК отделяли экстракцией смесью МеОН–
Н2О (1:2). Растворитель упаривали, остаток (46 мг)
очищали на колонке Reprosil-pur C18aq (8 × 150 мм,
размер частиц 5 мкм), скорость подачи элюента

2 мл/мин. Элюент А – вода-ТФУ (99:1), элюент Б –
метанол, линейный градиент Б от 0 до 50% за
15 мин. Выход [D]ПК – 66–73%, среднее содер-
жание дейтерия около семи атомов (рис. 1).

Таким образом, проведенная работа позволи-
ла получить меченый пептид с высоким выходом
и содержанием изотопа. Включение дейтерия в
гистидин составляет около 30% от теоретически
возможного. Причем изотопомеры с низким со-
держанием дейтерия в ПК практически отсут-
ствуют. Достижением работы также является раз-
работка нового подхода к получению высокоме-
ченных соединений изотопным обменом с водой

N
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Рис. 1. Распределение дейтерия в ПК и гистидиновом фрагменте.
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с использованием катализаторов, предваритель-
но обработанных газообразными изотопами во-
дорода при сохранении высокого выхода.
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SYNTHESIS OF DEUTERIUM-LABELED PYRROLYLCARNOSINE
V. P. Shevchenkoа,#, I. Yu. Nagaevа, T. N. Fedorovab, and N. F. Myasoedovа

а Institute of Molecular Genetics of National Research Centre “Kurchatov Institute” (NRC “Kurchatov Institute” – IMG), 
123182 Moscow, Russian Federation

b Research Center of Neurology (RCN), 125367 Moscow, Russian Federation
#e-mail: nagaev@img.ras.ru

The effect of temperature on the effectiveness of the introduction of deuterium into pyrrolylcarnosine (PC)
has been studied. Deuterium gas and heavy water were used as a source of deuterium. Isotope exchange was
carried out using solid-phase and liquid-phase methods. It was found that it is better to use isotope exchange
with deuterated water to obtain preparative amounts of labeled pyrrolylcarnosine. When using the solid-phase
method, the main label is in pyrrole. The inclusion of deuterium at a higher temperature occurs more evenly.
In addition, the use of deuterated water made it possible to reduce the amount of unlabeled isotopomer to
almost 0%, obtain a product with a yield of 70% and a content of more than 7 deuterium atoms. It is estab-
lished that the content of deuterium in the substance can be increased by pretreating the reaction mixture with
deuterium gas. This approach opens up additional opportunities for synthesis of labeled compounds.

Keywords: pyrrolylcarnosine, deuterium, isotopic exchange, labeled compounds
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