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Пуриновые основания являются неотъемлемой 

частью нуклеиновых кислот,1 а также АТФ и ГТФ – 

важнейших молекул в энергетическом обмене в клет-

ках живых организмов.2 Среди производных пуринов 

есть соединения, обладающие противовирусными 

(ацикловир),3 в том числе антиВИЧ (тенофовир),4 

и противоопухолевыми (кладрибин)5 свойствами 

(рис. 1а). Во всех этих случаях речь идет о деривати-

зации атома азота в положении 9 пуринового бицикла. 

При этом пурины считаются относительно стабиль-

ными и низкореакционноспособными гетероцикличе-

скими системами, но на деле могут претерпевать 

раскрытие как пиримидинового, так и имидазольного 

цикла бицикла.6 

Оба пуриновых нуклеиновых основания содержат в 

пиримидиновом фрагменте бицикла экзоциклическую 

аминогруппу и соседний с ней эндоциклический атом 

(или атомы в случае гуанина) азота, образующие пары 

1,3-динуклеофильных реакционных центров, потен-

циально способных к гетероциклизации с такими 1,3-ди-

электрофилами, как β-дикарбонильные соединения, 

β-кетоэфиры и α,β-ненасыщенные кетоны. Такие 

циклизации должны вести к формированию пиримидо-

пуриновых систем. Так, для гуанина известны реакции 

гетероциклизации с участием экзоциклической амино-

группы и атома азота в положении 1 пиримидинового 

фрагмента молекулы. Эти реакции были обнаружены и 

для малонового диальдегида, который в результате 
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взаимодействия с гуанином образовывал окрашенный в 

желтый цвет флуоресцирующий пиримидо[1,2-а]пурин-

10-он и окрашивал макромолекулы ДНК в желтый 

цвет.7,8 Эта же реакция была распространена на 

гуанозин и дегидрогуанозин.9,10 

Ряд пиримидо[1,2-а]пурин-10-онов, содержащих 

заместители в положении 7 трицикла, был получен 

реакцией гидрохлорида гуанина с 2-замещенными 

малоновыми альдегидами.11 Позже было показано, что 

пиримидо[1,2-а]пурин-10-он является одним из 

эндогенных минорных нуклеиновых оснований и 

может участвовать в процессах мутагенеза и канцеро-

генеза.12 Сейчас данное нуклеиновое основание более 

известно как M1G (рис. 1b).  

Подобные in vivo и in vitro циклизации известны 

также для гуанина, гуанинсодержащих нуклеотидов и 

нуклеозидов с простейшим α,β-ненасыщенным альде-

гидом – акролеином.13–15 В этом случае гетероцикли-

зация также проходила с участием экзоциклического 

атома азота в положении 1 гуанинового бицикла и 

образовывалась смесь 6-гидрокси-5,6,7,8-тетрагидро-

пиримидо[1,2-а]пурин-10(3H)-она и 8-гидрокси-5,6,7,8-

тетрагидропиримидо[1,2-а]пурин-10(3H)-она, также спо-

собных к участию в процессах мутагенеза и канцеро-

генеза.16 

Реакции с карбонильными 1,3-диэлектрофилами, не 

содержащими альдегидной группы, для гуанина не 

описаны. Возможно, это связано с плохой раство-

римостью гуанина и его солей в органических раство-

рителях. Мы решили исследовать в таких реакциях 

перхлораты пуриновых нуклеиновых оснований. В 

ходе работы были синтезированы перхлораты гуанина 

и аденина. При анализе литературных данных было 

обнаружено, что перхлорат гуанина не был известен 

ранее. К удивлению, первое упоминание о перхлорате 

аденина относится к 2011 г.,17 несмотря на то, что обе 

соли легко образуются перекристаллизацией соответ-

ствующего нуклеинового основания из HClO4. При 

этом гуанин, судя по всему, образует диперхлорат. 

Спектр ЯМР 1Н диперхлората гуанина 1 не имеет 

принципиальных отличий от спектров других солей 

гуанина. Они содержат два близкорасположенных 

синглета протонов СН с химическим сдвигом 9.02 м. д. 

и два сильно уширенных синглета протонов групп NH 

и NH2 с химическими сдвигами 11.50 и 7.04 м. д. 

соответственно. 

В качестве электрофильных компонентов реакции 

были выбраны ацетоуксусный эфир, бензальацетон и 

ацетилацетон, как β-кетоэфир, α,β-ненасыщенный 

кетон и β-дикетон. β-Кетоэфир и α,β-ненасыщенный 

кетон в реакцию не вступили. В то время как в случае 

ацетилацетона реакция легко протекала в различных 

условиях. Оптимальными условиями для реакции 

перхлоратов гуанина (1) и аденина (2) с ацетилацето-

ном (3) оказалось нагревание реагентов в небольшом 

количестве ДМФА при температуре 120°C. Строение 

полученных соединений было установлено методами 

спектроскопии ЯМР 1H и масс-спектрометрии. 

В спектре ЯМР 1H продукта реакции диперхлората 

гуанина (1) с ацетилацетоном (3), записанном в ДМСО-d6, 

наблюдались сигналы алифатических протонов с хими-

ческими сдвигами 2.72 и 3.26 м. д. и интегральными 

интенсивностями по 3 протона каждый. В области 

сигналов ароматических протонов проявляются 2 синг-

лета с интегральной интенсивностью в 1 протон каждый с 

химическими сдвигами 7.76 и 8.63 м. д. Уширенный 

синглет с интегральной интенсивностью в 1 протон с 

химическим сдвигом 14.98 м. д. отнесен нами к сигналу 

протона NH имидазольного фрагмента гуанина. В масс-

спектре продукта был зарегистрирован пик молеку-

лярного иона [M+H]+ с m/z 216. Полученный нами 

продукт был белого цвета и не обладал люминес-

ценцией в желтой области. Эти свойства отличали его 

от основания M1G. Очевидно, что исследуемая реакция 

протекает с участием экзоциклической аминогруппы 

гуанина и соседнего с ней атома азота в положении 1 

или 3 молекулы. Для циклизации с участием атома 

азота в положении 1 гуанина будет реализовываться 

структура 6,8-диметилпиримидо[1,2-а]пурин-10(3H)-

она (диметилпроизводного M1G), а в случае цикли-

зации с участием атома азота в положении 3 – струк-

тура 7,9-диметил-1H-пиримидо[2,1-b]пурин-10-ий-4-олата. 

Продукты реакции гетероциклизации с участием атома 

азота в положении 1 и 3 гуанина будут изомерными и 

будут содержать подобные наборы сигналов в спектрах 

ЯМР. В то же время в молекуле 7,9-диметил-1H-

пиримидо[2,1-b]пурин-10-ий-4-олата протоны метиль-

ной группы в положении 9 трицикла будут сближены с 

протоном NH имидазольного цикла, что не будет 

наблюдаться для 7,9-диметилпроизводного M1G. 

Поэтому для продукта взаимодействия перхлората 

гуанина с ацетилацетоном был записан двумерный 

спектр NOESY. В спектре NOESY фиксируются кросс-

пики между протонами метильных групп в положении 

7 и 9 трицикла и протоном в положении 8 пирими-

динового фрагмента молекулы, что характерно для 

обеих предложенных структур, а также кросс-пик 

между протоном метильной группы в положении 9 и 

протоном NH имидазольного цикла (рис. 2). Тауто-

мерия, характерная для подвижных имидазольных 

протонов NH, в значительной мере понижает интен-

Рисунок 1. а) Наиболее известные пуринсодержащие лекарства. 

b) Структура минорного пуринового основания M1G. 
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сивность их сигнала в спектре ЯМР 1Н продукта 

реакции, но в спектре NOESY это взаимодействие 

наблюдается вполне отчетливо. 

Таким образом, продуктом реакции диперхлората 

гуанина (1) и ацетилацетона (3) является 7,9-диметил-

пиримидо[2,1-b]пурин-4(1Н)-он (4) (схема 1). 

Соединение 4 представлено на схеме в виде двух 

резонансных структур, одна из которых содержит 

разделенные заряды. В этой структуре положительный 

заряд находится на узловом атоме азота в положении 

10 молекулы, а отрицательно заряженный атом 

кислорода находится в олатной форме. Таким образом, 

возникает задача оценки вкладов этих резонансных 

структур в строение пиримидопурина 4. 

Для оценки вкладов резонансных структур рассчи-

тывалась их относительная энергия в рамках теории 

функционала плотности (DFT) (функционал B3LYP, 

базис 6-31G) с учетом растворителя (воды) с относи-

тельной диэлектрической постоянной 78.54. Относи-

тельная энергия резонансной структуры b (структура с 

разделенными зарядами) (125.86 кДж/моль) на 

0.75 кДж/моль меньше, чем энергия резонансной 

структуры a (классическая структура) (126.61 кДж/моль). 

Это доказывает, что резонансная структура b вносит 

больший вклад в строение молекулы. 

Энергии HOMO и LUMO для резонансной струк-

туры b меньше, чем соответствующие энергии для 

резонансной структуры a. Это еще раз показывает, что 

резонансная структура с разнесенными зарядами более 

стабильная (табл. 1). 

Длина связи C=O в олатной группе резонансной 

структуры b по расчетным данным составляет 1.257 Å, 

а в амидной группе резонансной структуры a – 1.241 Å. 

Так как в структуре a присутствует кросс-сопряжение, 

связь С=O длиннее, чем в структуре b, система которой 

полностью сопряжена.18 

В структуре a положительный заряд локализован на 

атомах углерода гуанинового фрагмента молекулы, а отри-

цательный заряд – на атомах азота и атоме кислорода, 

аннелированный к пуриновому бициклу цикл пирими-

дина в результате реакции с ацетилацетоном в целом 

нейтрален. В то же время в структуре b отрицательный 

заряд в значительной мере локализован на олатном атоме 

кислорода, положительный заряд – на кватернизован-

ном атоме азота и на метильной группе в положении 9 

трицикла, а также на других атомах углерода пирими-

динового фрагмента молекулы (рис 3). Исходя из 

проведенных расчетов, молекула 4 в водных растворах 

должна существовать преимущественно в олатной форме. 

В спектре ЯМР 1H продукта реакции перхлората 

аденина (2) с ацетилацетоном (3), записанном в ДМСО-d6, 

проявлялись сигналы алифатических протонов с хими-

ческими сдвигами 2.63, 2.68. и 2.77 м. д. и интеграль-

ными интенсивностями по 3, 6, 3 протона соответ-

ственно. В области ароматических протонов прояв-

ляются 3 синглета с интегральной интенсивностью в 

1 протон каждый с химическими сдвигами 7.10, 7.48 и 

8.96 м. д. соответственно. Таким образом, очевидно, 

что в состав продукта реакции входят 2 молекулы 

ацетилацетона, что было подтверждено значительным 

возрастанием выхода реакции при проведении ее при 

молярном соотношении реагентов 1:2. Метильные 

группы одной молекулы ацетилацетона эквивалентны, 

а другой – нет. В масс-спектре продукта был зарегис-

трирован пик молекулярного иона [M+H]+ с m/z 254, 

что соответствует продукту конденсации аденина с 

двумя молекулами ацетилацетона с потерей одно-

углеродного фрагмента. 

Рисунок 2. Основные взаимодействия в спектре NOESY 

соединения 4. 

Схема 1 

Резонансная структура HOMO, eV LUMO, eV 

a –6.158 –2.168 

b –6.217 –2.326 

Таблица 1. Значения энергий HOMO и LUMO 

для резонансных структур соединения 4 

Рисунок 3. Представление поверхностного электростатиче-

ского потенциала соединения 4 (расчеты B3LYP/6-31G). 
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Можно предположить, что первым этапом реакции 

является атака карбонильной группы ацетилацетона (3) 

по эндоциклическому атому азота в положении 1 пури-

нового бицикла с последующим замыканием шести-

членного цикла по экзоциклической аминогруппе. 

Такие гетероциклизации известны для реакции адено-

зина и 3',5'-ди-О-ацетил-2'-дезоксиаденозина с димети-

ловым эфиром ацетилендикарбоновой кислоты. Полу-

ченные пуринопиримидиновые системы претерпевали 

раскрытие центрального цикла при гидролизе в 

присутствии оснований или в реакциях с диметил-

амином.19,20 

В нашем случае, атом азота в положении 1 пер-

хлората аденина кватернизуется в ходе реакции с 

ацетилацетоном и раскрытие цикла протекает само-

произвольно, что подтверждается материалами обзора,6 

где показано, что кватернизация этого атома часто 

приводит к раскрытию пиримидинового фрагмента 

пуринов в целом и аденина в частности. Вторая моле-

кула ацетилацетона вовлекается в процесс цикло-

конденсации по имидазольному атому азота с форми-

рованием шестичленного цикла имидазопиримиди-

новой системы. Наличие сахара в положении 9 делает 

такую циклизацию невозможной для аденозина и его 

производных. Одноуглеродный фрагмент отщепляется 

из интермедиата в виде муравьиной кислоты. Таким 

образом, продуктом реакции оказывается 8-(4,6-ди-

метилпиримидин-2-ил)-2,4-диметилимидазо[1,5-а]пири-

мидин (5) (схема 2). 

Разрывы в молекулах ДНК являются необычайно 

распространенными и опасными первичными повреж-

дениями.21,22 В связи с этим в процессе эволюции 

живые системы выработали целый набор механизмов 

защиты от таких повреждений и их исправления. 

Нарушение работы систем репарации является при-

чиной развития ряда наследственных заболеваний.23 

Механизмы репарации однонитевых и двунитевых 

разрывов в ДНК демонстрируют как сходные части, 

так и значительные различия.24 

Было изучено действие соединений 4 и 5 на плаз-

мидную ДНК pBR322. Подобный подход часто приме-

няется для анализа способности различных веществ 

вызывать разрывы в молекулах ДНК24,25 или для иссле-

дования защитных свойств различных соединений.26 

Показано, что соединения 4 и 5 расщепляют молекулы 

ДНК и при этом преимущественно вносят в них 

однонитевые разрывы (рис. 4 ). 

Полученные в работе 7,9-диметилпиримидо[2,1-b]-

пурин-4(1H)-он и 8-(4,6-диметилпиримидин-2-ил)-2,4-

диметилимидазо[1,5-а]пиримидин зможно использо-

вать для дальнейших исследований специфического 

ответа клетки именно на однонитевые разрывы, изуче-

ния работы систем репарации, а также для поиска 

веществ, защищающих клетки от этого типа первичных 

повреждений.  

Экспериментальная часть 

Спектры ЯМР 1Н, 13С зарегистрированы на спектро-

метре Bruker BioSpin AG Avance III HD 400 (400 и 

100 МГц соответственно) в ДМСО-d6. В качестве 

внутренних стандартов использованы остаточные 

сигналы растворителя (2.49 м. д. для ядер 1Н и 39.5 м. д. 

для ядер 13С). Масс-спектры высокого разрешения 

записаны на приборе Brucker micrOTOF, ионизация 

электрораспылением. Элементный анализ соединения 1 

выполнен на элементном анализаторе Euro EA3028-НТ 

для одновременного определения C, H, N по методу 

Дюма–Прегля. Контроль за ходом реакций и чистотой 

полученных соединений осуществлен методом ТСХ с 

использованием пластин ALUGRAM Xtra SIL G/UV254, 

элюент n-BuOH–AcOH–H2O, 2:2:1. 

Диперхлорат гуанина (1). Суспензию 2 г (13 ммоль) 

гуанина в 20 мл 60% HClO4 при перемешивании 

нагревают в термостойком стакане до растворения 

гуанина. При охлаждении из раствора выпадает осадок 

диперхлората гуанина в виде бесцветного мелко-

кристаллического осадка. Выход 4.62 г (99%), т. пл. 153–

155°С (с разл.) (60% HClO4). Cпектр ЯМР 1H, δ, м. д.: 

7.04 (2H, уш. с, NH2); 8.30 (1H, уш. с, NH пиримидин); 

9.02 (1Н, с, СН); 11.50 (1Н, уш. с, NН имидазол). 

Cпектр ЯМР 13С, δ, м. д.: 107.7; 137.1; 150.5; 153.7; 

155.5. Найдено, %: C 17.02; H 1.98; N 19.93. 

C5H7Cl2N5O9. Вычислено, %: C 17.06; H 2.00; N 19.89. 

7,9-Диметилпиримидо[2,1-b]пурин-4(1H)-он (4). 

Раствор 1 г (4 ммоль) диперхлората гуанина (1) и 0.5 мл 

Схема 2 

Рисунок 4. Электрофореграммы плазмидной ДНК pBR322 

после инкубации в присутствии соединений a) 4 и b) 5. 

Указано расположение фракций плазмидной ДНК, представ-

ляющих сверхспирализованные молекулы (СС) и молекулы в 

расслабленной конформации, содержащие однонитевые 

разрывы (ОС). М – маркер длин ДНК 1kb (Евроген, Россия). 
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(5 ммоль) ацетилацетона (3) в 1 мл ДМФА нагревают при 

120°С и через 20 мин наблюдают образование осадка. 

Еще через 20 мин реакционную смесь охлаждают, 

добавляют 10 мл i-PrOH и отфильтровывают осадок. 

Продукт не требует дальнейшей очистки. Выход 600 мг 

(98% в расчете на диперхлорат гуанина), т. пл. 206‒

208°С (ДМФА). Спектр ЯМР 1H, δ, м. д.: 2.72 (3H, с, 

CH3); 3.26 (3H, с, CH3); 7.76 (1H, с, СН); 8.63 (1H, с, 

СН); 14.98 (1H, с, NH). Cпектр ЯМР 13С, δ, м. д.: 23.9; 

25.0; 116.4; 118.3; 142.2; 144.2; 148.7; 152.4; 155.6; 

174.2. Найдено, m/z: 216.2193 [М+Н]+. C10H9N5O. 

Вычислено, m/z: 216.2199. 

Перхлорат аденина (2) получают по описанному 

методу17 перекристаллизацией основания аденина из 

60% HClO4. 

8-(4,6-Диметилпиримидин-2-ил)-2,4-диметилимидазо-

[1,5-а]пиримидин (5). Раствор 500 мг (2 ммоль) пер-

хлората аденина (2) и 0.5 мл (5 ммоль) ацетилацетона (3) 

в 0.5 мл ДМФА нагревают при 120°С и через 20 мин 

наблюдают образование осадка. Еще через 20 мин реак-

ционную смесь охлаждают, добавляют 10 мл i-PrOH и 

отфильтровывают бледно-желтый осадок. Выход 0.483 г 

(91%). Сырой продукт 5 перекристаллизовывают из 

смеси i-PrOH–H2O, 1:4. Выход очищенного продукта 

414 мг (78%), бледно-желтые иголки, т. пл. 267–268°С 

(i-PrOH–H2O). Спектр ЯМР 1H, δ, м. д.: 2.63 (3H, с, 

CH3); 2.68 (6H, с, 2CH3 пиримидин); 2.77 (3H, с, CH3); 

7.10 (1H, с, СН); 7.48 (1H, с, СН); 8.96 (1H, с, СН). 

Спектр 13С ЯМР, δ, м. д.: 17.7; 23.0; 25.5; 112.3; 117.9; 

118.5; 140.9; 143.67; 154.5; 163.8; 168.2. Найдено, m/z: 

254.3140 [М+Н]+. C14H15N5. Вычислено, m/z: 254.3111. 

Изучение влияния соединений 4 и 5 на одно-

нитевые и двунитевые разрывы ДНК. Для анализа 

способности соединений 4 и 5 вносить разрывы в ДНК 

использована плазмида pBR322 (Thermo Fisher Scientific, 

США). Плазмиду нарабатывают с использованием 

штамма бактерий Escherichia coli DH5a (Thermo Fisher 

Scientific, США), выделяют с помощью набора Plasmid 

Miniprep (Евроген, Россия) и разводят в воде. Кон-

центрацию растворов ДНК определяют с помощью 

спектрофотометра Nanodrop 2000c (Thermo Fisher 

Scientific, США). Пробы объемом 15 мкл, содержащие 

500 нг плазмидной ДНК, смешивают с 15 мкл водных 

растворов исследуемых соединений. Итоговые концен-

трации веществ в экспериментальных пробах состав-

ляют 5, 2.5, 1.25 и 0.625 мМ. Пробы инкубируют в течение 

24 ч при 37°С и анализируют с помощью метода 

электрофореза в 1% агарозном геле. Все эксперименты 

проводят в трех повторностях. Полное расщепление 

ДНК в пробах с высокими концентрациями соединений 

свидетельствует о внесении ими разрывов в ДНК. При 

концентрации 0.625 мМ уменьшение фракции сверх-

спирализованной плазмиды (по сравнению с контро-

лем) при сохранении и увеличении фракции соответ-

ствующей расслабленной конформации свидетель-

ствует о том, что соединения вносят преимущественно 

однонитевые разрывы в ДНК. 

Файл сопроводительных материалов, содержащий 

спектры ЯМР 1Н и 13С, масс-спектры высокого разре-

шения, необработанные изображения электрофоре-

грамм для соединений 4, 5, а также спектр NOESY и 

квантово-химические расчеты для соединения 4, досту-

пен на сайте журнала http://hgs.osi.lv. 
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