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Синтезированы новые триантеннарные производные N-ацетилгалактозамина на основе трис(гидрок-
симетил)аминометана для связывания с асиалогликопротеиновым рецептором, экспрессируемым 
гепатоцитами. Значения измеренных методом спектроскопии поверхностного плазмонного резонанса 
равновесных констант диссоциации комплексов асиалогликопротеинового рецептора и полученных 
соединений находятся в субнаномолярном диапазоне, что на 6 порядков ниже равновесных констант 
диссоциации комплекса рецептора и природного лиганда N-ацетилгалактозамина. Полученные соеди-
нения характеризуются образованием гораздо более прочных комплексов с рецептором, чем природный 
лиганд, что позволяет рассматривать их как перспективные средства для адресной доставки различных 
лекарственных соединений в гепатоциты.
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ВВЕДЕНИЕ

Асиалогликопротеиновый рецептор (ASGPR), 
располагающийся на поверхности гепатоци-
тов, представляет собой удобную мишень для 
направленной доставки лекарственных средств 
в печень, поскольку его структура подробно из-
учена, известна его селективность в отноше-
нии производных галактозы и галактозамина, 
а также возможность реализации с его участи-
ем процесса рецептор-опосредованного эн-
доцитоза [1–3]. Успешный подбор лигандов к 
ASGPR может иметь значение для разработки 
новых эффективных целевых систем для тера-
пии и диагностики различных заболеваний пече-
ни.

В литературе широко представлены примеры 
наноразмерных систем, использующих ASGPR 
в качестве мишени (полимеры, наночастицы, ли-
посомы и мицеллы [4–7]), несмотря на то, что 
использование наноразмерных средств адресной 
доставки имеет ряд недостатков: затрудненную 
проницаемость мембран клеток и стенок сосудов, 
возможность иммунного ответа, неустойчивость 
в плазме крови,  недостаточную растворимость 
[8–13]. В то же время низкомолекулярные кова-
лентные конъюгаты с лигандами ASGPR, не обла-
дающие подобными недостатками, исследованы 
существенно меньше [14–18]. При этом фарма-
цевтические компании активно ведут разработки 
низкомолекулярных гликоконъюгатов олигону-
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клеотидов и моносахаридов с лигандами ASGPR в 
области генной терапии заболеваний печени, кото-
рые находятся на разных стадиях доклинических 
и клинических исследований [7, 19–26]; в насто-
ящее время управление по санитарному надзору 
за качеством пищевых продуктов и медикаментов 
США (FDA, USA) одобрило уже 3 подобных ле-
карственных препарата [22, 27–29].

ASGPR представляет собой трансмембранный 
белок, отвечающий за распознавание и поглоще-
ние клеточного фибронектина, протромбических 
компонентов, печеночных липопротеинов и имму-
ноглобулина А. Поэтому природные, а также син-
тетические гликопротеины и углеводы, содержа-
щие десиалированные галактозу или галактозамин 
в качестве концевого фрагмента, могут выступать 
лигандами асиалогликопротеинового рецептора. 
Внеклеточный домен ASGPR имеет 3 сайта связы-
вания, каждый из которых способен одновременно 
связываться с углеводом [30], что делает перспек-
тивной разработку так называемых триантеннар-
ных лигандов ASGPR с 3 углеводными (галактоза, 
N-ацетилгалактозамин) фрагментами, находящи-
мися на определенном расстоянии от точки вет-
вления. Исходя из исследований кристаллической 
структуры углевод-распознающего домена белка 
[31] и результатов докинга [32–34], было высказа-
но предположение о том, что ключевую роль в свя-
зывании играют гидроксильные группы в положе-
ниях 3 и 4 моносахарида. Поиски оптимальной для 
связывания структуры моносахарида указывают 
на важность ацетамидного фрагмента в положе-
нии 2 (который увеличивает сродство к рецептору 
примерно в 50 раз относительно галактозы) [35, 
36], а также возможность модификаций первого и 
шестого положения моноса харида, которые могут 
как положительно, так и отрицательно сказываться 
на аффинности к рецептору [33, 37]. Значительно 
увеличивает связывание аллилоксильный замести-
тель в первом положении моносахарида; при одно-
временном присутствии триазольного фрагмента 
в шестом положении моносахарида равновесная 
константа диссоциации комплекса лиганд–рецеп-
тор (KD) уменьшается еще в 5 раз [37].

Параллельно с варьированием заместителей в 
моносахаридном фрагменте проводилось иссле-
дование влияния пространственной структуры 

триантеннарных лигандов на связывание с ASGPR 
[38–43]. В качестве фрагмента ветвления исполь-
зовали различные молекулярные платформы: три-
с(гидроксиметил)аминометан (TRIS) [38, 40–43], 
лизин и содержащий  его дипептид [39], а также 
последовательность монономерных звеньев на 
основе 1-гидроксиметил-3-гидроксипирролидина,
связанных фосфодиэфирной связью [42]. При ва-
рьировании длины спейсера было установлено, 
что наибольшим сродством к ASGPR обладают ли-
ганды с линейным расстоянием от моносахарида 
до точки ветвления ~ 20 Å [38]. Исследования вли-
яния количества углеводных фрагментов в струк-
туре лиганда показывают нелинейное увеличение 
сродства при переходе от моно- к тривалентным 
лигандам, так называемый «кумулятивный эф-
фект», в то же время дальнейшее увеличение ко-
личества углеводных фрагментов сказывается на 
аффинности незначительно [44, 45]. Важно, что 
удалось показать влияние увеличения сродства к 
ASGPR у лигандов на поглощение конъюгатов in 
vitro и in vivo [43].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе нами предложены новые три-
антеннарные лиганды ASGPR 1 и 2 общей струк-
туры, показанной на рисунке. Лиганд 1, содер-
жащий галактозный фрагмент с аллилоксильным 
заместителем в первом положении шестичленного 
углеводного цикла и ароматическим заместите-
лем в шестом, синтезирован на основе TRIS. Мы 
выбрали соединение 1 в качестве целевой струк-
туры на основании данных о высоком сродстве к 
ASGPR подобного моносахарида [37] и незначи-
тельном различии в аффинности при выборе фраг-
ментов ветвления. Лиганд 2 имеет сходную струк-
туру, однако синтез его углеводного фрагмента 
включает меньшее количество стадий (3 вместо 6; 
см. рисунок), имеет больший суммарный выход и 
не включает стадий выделения при помощи коло-
ночной хроматографии.

Углеводные фрагменты целевых соединений 5, 
10 были синтезированы по схеме 1 [15, 17, 18].

Финальной стадией синтеза (схема 2) фрагмен-
тов молекулы, отвечающих за связывание с рецеп-
тором, являлась реакция медь-катализируемого 
[3+2]-азид-алкинового циклоприсоединения меж-
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ду полученными азидами 5, 10 и (мета-этинилфе-
нокси)уксусной кислотой 11, которую синтезиро-
вали из этил-2-бромацетата и мета-этинилфенола. 
Увеличение нуклеофильности фенольной группы 
происходило за счет ее депротонирования в ос-
новной среде, полученный таким образом фенолят 
вступал в реакцию SN2 замещения с этил-2-бром-
ацетатом и в дальнейшем подвергался гидролизу 
по сложноэфирной связи. Реакцию [3+2]-азид-
алкинового циклоприсоединения проводили для 
азидов 5, 10 и алкина 11 в присутствии сульфа-
та меди и аскорбата натрия. Получение целевого 
продукта реакции подтверждается наличием син-
глета триазольного цикла в спектрах ЯМР 1H по-
лученных соединений (8.53 м.д. ‒ соединение 12,
8.60 м.д. ‒ соединение 13).

Синтез фрагмента ветвления начали с реакции 
1,4-присоединения по Михаэлю трис(гидроксиме-
тил)аминометана (TRIS) к трет-бутилакрилату. 
Чтобы увеличить нуклеофильность гидроксиль-
ных групп по сравнению с аминогруппой, реак-

цию проводили в щелочной среде. После разделе-
ния реакционной смеси методом колоночной хро-
матографии среди продуктов не было обнаружено 
продуктов присоединения аминогруппы к α,β-не-
насыщенному эфиру, однако были выделены по-
бочные продукты моно- и диалкилирования TRIS 
по гидроксильным группам.

Введение фрагмента 11-азидоундекановой 
кислоты 14 позволяет создать в векторной моле-
куле необходимое расстояние между лигандом 
и доставляемым лекарственным веществом для 
нивелирования возможных негативных простран-
ственных эффектов; азидогруппа дает в даль-
нейшем возможность соединять получаемые ли-
ганды с лекарственными препаратами реакцией 
[3+2]-азид-алкинового циклоприсоединения, не 
затрагивая другие функциональные группы.

Соединение 16 синтезировали методом кар-
бодиимидного синтеза. В качестве систем для 
активации карбоксильной группы в реакции об-
разования амидной связи применяли 3-[бис(ди-
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метиламино)метил]-3H-бензотриазол-1-оксида 
гексафторфосфат (HBTU) и 3-(этилиминометиле-
намино)-N,N-диметилпропан-1-амин (EDC), при 
использовании последнего выходы реакции были 

выше. О полноте протекания реакции свидетель-
ствует отсутствие в спектрах ЯМР 1H выделенного 
продукта характерного сигнала исходного амина 
в области 2.59 м.д. (уширенный синглет –NH2), 

Схема 1. Синтез углеводных фрагментов
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а также наличие характерного сигнала амидной 
группы при 6.47 м.д.

Отщепление трет-бутильных групп с получе-
нием трикарбоновой кислоты 17 проводили обра-
боткой продукта 16 муравьиной кислотой.

Далее соединения 17 и 18 вводили в реакцию 
карбодиимидного синтеза, используя  систему 
EDC/NHS. Для последующего удаления защитных 
Boc-групп использовали трифторуксусную кис-
лоту. Сигналы трет-бутильных групп в спектре 
ЯМР 1H (1.40–1.50 м.д.) продукта 20 отсутствуют, 
однако присутствует сигнал аммонийной группы 
(NH3

+) (7.78 м.д.), что подтверждает протекание 
реакции.

Конечная стадия синтеза целевых триантеннар-
ных лигандов (схема 3) заключалась в образова-
нии амидных связей между полученными галакто-
зными производными 12, 13 и фрагментом ветвле-
ния 20. Амид получали в присутствии EDC/NHS. 
Дополнительно для активации протонированной 
аминогруппы соединения 20 прибавляли третич-
ный амин (DIPEA). Продукты реакции выделяли 
с использованием колоночной хроматографии. 
Образование целевого продукта подтверждали ме-
тодами масс-спектрометрии высокого разрешения 
и спектроскопии ЯМР 1Н.

Аффинность полученных лигандов 1 и 2 к 
ASGPR была исследована методом спектроскопии 
поверхностного плазмонного резонанса. Данный 
метод позволяет изучать межмолекулярное вза-
имодействие без необходимости дополнитель-
ной модификации исследуемых соединений и его 
применимость также не зависит от спектральных 
характеристик исследуемых соединений; чувстви-
тельность метода позволяет работать с малыми 
количествами веществ. В процессе анализа опре-
деляли корреляцию между изменением аналити-
ческого сигнала и изменением массы иммобилизо-
ванного на подложке рецептора в ходе обратимого 
образования лиганд-рецепторного комплекса в 
контролируемом проточном режиме.

В проведенных тестах для полученных про-
изводных 1 и 2 определена равновесная констан-
та диссоциации комплекса с рецептором, на 6 
порядков меньшая [KD(1) = 0.8±0.3 нМ, KD(2) = 
1.1±0.3 нМ], чем константа природного лиганда 

N-ацетилгалактозамина (448±43 мкМ), что явля-
ется проявлением кооперативного эффекта, опи-
санного для мультивалентных лигандов [42]. Это 
свидетельствует о существенном улучшении пара-
метров связывания полученных в данной работе 
соединений по сравнению с природным лигандом. 
Измеренные KD комплексов для соединений 1 и 2 
всего на порядок уступают значениям таковой для 
триантеннарных лигандов на основе бицикличе-
ских углеводных фрагментов (KD = 0.03±0.01 нМ) 
[43]. Важно также отметить, что 2 полученных 
триантеннарных лиганда ASGPR 1 и 2 показали 
сходные значения равновесных констант диссоци-
ации лиганд-рецепторных комплексов, существен-
но не зависящих от расстояния между углеводным 
и триазольным циклами и места присоединения 
триазольного цикла к пиранозному, то есть дан-
ные параметры не оказывают заметного влияния 
на сродство к сайту связывания. Это предполагает 
возможность использовать для получения галакто-
заминных лигандов более простые методы синте-
за, сократить количество стадий и увеличить ко-
нечные выходы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Исходные соединения представляют собой 
коммерчески доступные реагенты.

Контроль за ходом реакций осуществляли ме-
тодом ТСХ на закрепленном слое силикагеля 
(Merck).

Спектры ЯМР 1Н были зарегистрированы на 
приборе Bruker Avance с рабочей частотой 400 МГц 
(Германия). В качестве растворителей использова-
ли CDCl3, ДМСО-d6, CD3OD. Химические сдвиги 
приведены в миллионных долях по шкале δ отно-
сительно гексаметилдисилоксана как внутренне-
го стандарта. Спектры ЯМР 13С зарегистрирова-
ны на приборе Bruker Avance с рабочей частотой
100 МГц (Германия).

Масс-спектры высокого разрешения регистри-
ровали на масс-спектрометре высокого разреше-
ния Orbitrap Elite (США). Растворы образцов в 
ацетонитриле с 1%-ной муравьиной кислотой вво-
дили в источник ионизации методом электрорас-
пыления.

Для очистки и анализа образцов методом ВЭЖХ 
использовали систему Shimadzu Prominence LC-20 
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Схема 3. Получение целевых триантеннарных лигандов
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(Япония) с конвекционной колонкой и коллекто-
ром фракций, соединенным с одиночным квадру-
польным масс-спектрометром Shimadzu LCMS-
2020 с двойным источником ионизации DUIS-ESI-
APCI (Япония). Аналитическая и препаративная 
колонка – Phenomenex Luna 3u C18 100A.

Препаративное хроматографическое разделе-
ние веществ проводили при помощи хроматогра-
фа INTERCHIM puriFlash 430 на обращенно-фа-
зовой колонке PURIFLASH C18-HP 15UM F0012 
(Франция).

(3-Этинилфенокси)уксусная кислота (11).
Смесь 3-этинилфенола (1.02 г, 0.01 моль), этил-
2-бромацетата (1.67 г, 0.01 моль) и K2CO3 (3.036 г, 
0.022 моль, 2.2 экв) в 12.5 мл ДМФА перемешива-
ли при температуре 60°C в течение 8 ч. Затем смесь 
разбавляли водой и перемешивали ещё 16 ч при 
60°C. Полноту протекания реакции контролиро-
вали с помощью метода ТСХ. После полного про-
текания реакции смесь охлаждали до комнатной 
температуры и в реакционную смесь осторожно 
прибавляли воду (50 мл), экстрагировали диэтило-
вым эфиром (2×50 мл), органическую фазу суши-
ли над безводным MgSO4, после чего растворитель 
удаляли при пониженном давлении. Полученную 
смесь очищали методом колоночной хромато-
графии в системе гексан–этилацетат (4:1). Далее 
выделенный промежуточный продукт добавляли 
в раствор (50 мл) 1 M NaOH в смеси ТГФ–H2O 
(1:1). Реакционную смесь перемешивали в течение
12 ч при комнатной температуре, затем добавляли 
ионообменную смолу Dowex 50W до получения 
нейтрального значения pH, дополнительно смесь 
перемешивали 10 мин, после чего ионообменную 
смолу отфильтровывали. Растворитель удаляли на 
роторном испарителе. Выход 1.34 г (76%), свет-
ло-коричневое кристаллическое вещество [46]. 
Спектр ЯМР 1Н, CDCl3, δ, м.д.: 3.01 с (1Н, Н13), 
4.51 с (2Н, О–СН2), 6.86 д (1Н, H3, J 8.3 Гц), 6.94 с 
(1Н, H5), 7.03 д (1Н, H1, J 7.6 Гц), 7.15 т (1Н, H2, J 
7.9 Гц). C10H8O3.

2-[3-(1-{[(2R,3R,4R,5R,6R)-5-Ацетамидо-6-
(аллилокси)-3,4-дигидрокситетрагидро-2H-
пиран-2-ил]метил}-1H-1,2,3-триазол-4-ил)фе-
нокси]уксусная кислота (12). Соединение 10 
(0.155 г, 0.00054 моль) и соединение 11 (0.0955 г,
0.00054 моль) растворяли в 10 мл смеси тетра-
гидрофуран–вода. В инертной атмосфере при-
бавляли пентагидрат сульфата меди (0.135 г,
0.00054 моль) и аскорбат натрия (0.107 г,
0.00054 моль). Реакционную смесь перемешива-
ли в течение суток. После прохождения реакции 
растворители удаляли при пониженном давлении, 
смесь растворяли в метаноле и отфильтровывали 
через тонкий слой цеолита. Из фильтрата удаляли 
избыток растворителя на роторном испарителе и 
полученную смесь очищали методом колоночной 
хроматографии в системе с градиентом концен-
траций метанол–дихлорметан (1:20) → метанол–
дихлорметан (1:2). Выход 0.120 г (48%), тем-
но-коричневое твердое вещество. Спектр ЯМР 1Н 
(ДМСО-d6), δ, м.д.: 1.80 с (3H, NHAc), 3.54–3.72 м 
(4Н, H2,3,5,6), 3.77–3.81 м (1H, H4), 4.02–4.13 м (2Н, 
H1,6), 4.25 с (2Н, H25), 4.54 д (2Н, H13, J 6.5 Гц),
4.98 д.д (1Н, H15, J 1.8, 10.5 Гц), 5.06 д.д (1Н, H15, 
J 1.8, 17.4 Гц), 5.55–5.68 м (1Н, H14), 6.77 д (1Н, 
NH, 8.0 Гц), 7.26 т (1Н, H20, 8.0 Гц), 7.29–7.36 м 
(2Н, H21,22), 7.79 д (1Н, H19, J 8.2 Гц), 8.53 с (1Н, 
H16). Спектр ЯМР 13C (CD3OD), δ, м.д.: 22.1, 48.8, 
50.8, 52.1, 66.7, 67.8, 70.4, 70.9, 73.2, 100.0 (СН=), 
111.4 (СН=), 114.7 (СН=), 118.5 (СН=), 123.3 
(СН=), 130.5 (СН=), 130.6 (СН=), 147.0 (СН=), 
158.2 (СН=),174.8 [C(O)NH], 197.0 (СООН). Масс-
спектр (МСВР), m/z: 463.1832 [M + H]+, 485.16492 
[M + Na]+. C21H26N4O8. [М + H] 463.1829, [M + 
Na]+ 485.1648.

2-(3-{1-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-Ацетамидо-4,5-
дигидрокси-6-(гидроксиметил)тетрагидро-2H-
пиран-2-ил]-1H-1,2,3-триазол-4-ил}фенокси)-
уксусная кислота (13). Соединение 5 (0.420 г,
0.0017 моль) и соединение 11 (0.299 г, 0.0017 моль)
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растворяли в 10 мл смеси тетрагидрофуран–вода 
(в соотношении 1:1). В инертной атмосфере до-
бавляли пентагидрат сульфата меди (0.425 г,
0.0017 моль) и аскорбат натрия (0.333 г,
0.0017 моль). Реакционную смесь перемешива-
ли в течение суток. После прохождения реакции 
растворители удаляли при пониженном давлении, 
смесь растворяли в метаноле и отфильтровыва-
ли через тонкий слой цеолита. Фильтрат удаляли 
при пониженном давлении и полученную смесь 
очищали методом колоночной хроматографии в 
системе с градиентом концентраций метанол–
дихлорметан (1:20) → метанол–дихлорметан (1:2). 
Выход 0.468 г (65%), темно-коричневое твердое 
вещество. Спектр ЯМР 1Н (ДМСО-d6), δ, м.д.: 1.60 
с (3H, NHAc), 3.43 к (1H, H6, J 7.0 Гц), 3.48–3.60 
м (2H, H2,6), 3.66–3.73 м (1H, H5),3.75 д.д (1H, H3, 
J 2.4, 10.4 Гц), 3.81 д (1H, H4, J 2.4 Гц), 4.52 с (2Н, 
H22), 5.66 д (1Н, H1, J 9.9 Гц), 6.83 д (1Н, NH, J 
8.1 Гц), 7.31 т (1H, H17, J 8.0 Гц), 7.36 с (1H, H19), 
7.39 д (1H, H16, J 7.6 Гц), 7.85 д (1Н, H18, J 9.1 Гц), 
8.61 с (1Н, H13). Спектр ЯМР 13C (CD3OD), δ, м.д.: 
21.6, 48.8, 52.1, 60.9, 67.7, 70.6, 78.3, 87.0, 111.5 
(СН=), 114.7 (СН=), 118.7 (СН=), 120.9 (СН=), 
130.4 (СН=), 147.1 (СН=), 157.9 [NHC(О)], 174.2 
(СООН). Масс-спектр (МСВР), m/z: 423.1510
[M + H]+, 445.1330 [M + Na]+. C18H23N4O8. [М + H] 
423.1510, [M + Na]+ 445.1330.

11-Азидоундекановая кислота (14). 11-Бром-
ундекановую кислоту (3 г, 0.0113 моль) и азид на-
трия (3.68 г, 0.0566 моль) растворяли в ДМФА. 
Реакционную смесь перемешивали при темпера-
туре 50°C в течение 3 ч. Растворитель удаляли при 
пониженном давлении. Оставшуюся реакционную 
смесь растворяли в CHCl3, промывали насыщен-

ным раствором NaCl и сушили над Na2SO4, затем 
удаляли растворитель при пониженном давлении. 
Выход 2.162 г (84%), прозрачная жидкость [49]. 
Спектр ЯМР 1Н, CDCl3, δ, м.д.: 1.23–1.42 м (12Н, 
H4–9), 1.54–1.69 м (4Н, H3,10), 2.35 т (2Н, H2, J
7.5 Гц), 3.25 т (2Н, H11, J 7.0 Гц). C11H21N3O2.

Трис{[2-(трет-бутоксикарбонил)этокси}ме-
тил}метиламин (15). Трисгидроксиметиламино-
метан (2.4 г, 0.0198 моль) растворяли в 10 мл
1 М раствора NaOH в ДМСО. Смесь охлаждали 
до температуры ~ 17–18°C, после чего по каплям 
в течение 1 ч прибавляли трет-бутилакрилат
(8 мл), после прикапывания охлаждение прекра-
щали. Реакционную смесь перемешивали в те-
чение суток. Смесь разбавляли водой (75 мл), 
проводили экстракцию с этилацетатом (2×75 мл) 
и промывали органическую фазу насыщенным 
раствором NaCl (75 мл). Растворители и остатки 
трет-бутилакрилата удаляли при пониженном 
давлении. Дальнейшую очистку проводили мето-
дом препаративной колоночной хроматографии 
в системе этилацетат–гексан (1:2 → 2:1). Выход 
5.516 г (56%), вязкая прозрачная маслянистая жид-
кость [47]. Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), δ, м.д.: 1.40 с 
(27Н, t-Bu), 1.99 уш.с (2Н, NH2), 2.41 т (6Н, H4,8,12, 
J 6.4 Гц), 3.28 с (6Н, H2,6,10), 3.60 т (6Н, H3,7,11, J
6.4 Гц). C25H47NO9.

N-Трис{[2-(трет-бутоксикарбонил)этокси]-
метил}метиламид 11-азидоундекановой кис-
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лоты (16). 11-Азидоундекановую кислоту (14)
(0.4945 г, 0.00218 моль) растворяли в дихлор-
метане (25 мл), к раствору прибавляли N-гид-
роксисукцинимид (0.276 г, 0.0024 моль, 1.1 экв)
и EDC·HCl (0.373 г, 0.0024 моль, 1.1 экв). Реак-
ционную смесь перемешивали 15 мин, после чего 
прибавляли амин 15 (1.1 г, 0.00218 моль), пере-
мешивание продолжали в течение суток. Раство-
ритель отделяли на роторном испарителе, реакци-
онную смесь разделяли методом препаративной 
колоночной хроматографии в системе хлористый 
метилен–метанол (50:1). Выход 0.960 г (62%), про-
зрачная маслянистая жидкость [50]. Спектр ЯМР 
1Н (CDCl3), δ, м.д.: 1.21–1.38 м (12Н, H4'-9'), 1.44 с 
(27Н, t-Bu), 1.53–1.65 м (4Н, H10',3', J 6.9 Гц), 2.20 
т (2Н, H2', J 7.7 Гц), 2.44 т (6Н, H3,6,9, J 6.2 Гц),
3.24 т (2Н, H11', J 7.0 Гц), 3.63 т (6Н, H2,5,8, J
6.4 Гц), 3.69 с (6Н, H1,4,7), 6.22 уш.с [1Н, С(О)NH]. 
C27H48N4O10.

N-Трис[(2-карбоксиэтокси)метил]метил-
амид 11-азидоундекановой кислоты (17). 
Соединение 16 (0.960 г, 0.00134 моль) растворяли 
в 100%-ной муравьиной кислоте (20 мл) и пере-
мешивали в течение 12 ч. Муравьиную кислоту 
удаляли на роторном испарителе. Выход 0.732 г 
(100%), прозрачная жидкость [50]. Спектр ЯМР 1Н 
(CDCl3), δ, м.д.: 1.18–1.42 с (12Н, H4'-9'), 1.49–1.67 
м (4Н, H10',3'), 2.15 т (2Н, H2', J 7.3 Гц), 2.59 т (6Н, 
H3,6,9, J 6.1 Гц), 3.26 т (2Н, H11', J 6.9 Гц), 3.58–
3.85 м (12Н, H1,2,4,5,7,8), 6.04 уш.с [1Н, С(О)NH]. 
C15H24N4O10.

N-(трет-Бутилоксикарбонил)-1,3-диамино-
пропан (18). 1,3-Диаминопропан (2.04 г,
0.0274 моль) растворяли в сухом диоксане 

(20 мл) и смесь охлаждали до 0°С. Ди-трет-
бутилдикарбонат (2.98 г, 0.0137 моль), растворен-
ный в 30 мл диоксана, прибавляли по каплям в 
течение 2 ч. Затем реакционную смесь оставляли 
при перемешивании на ночь при комнатной тем-
пературе. Растворитель удаляли при пониженном 
давлении. Реакционную смесь разбавляли водой. 
Ди-Boc-производное, выпавшее в осадок, отделя-
ли фильтрованием на стеклянном фильтре. Моно-
Boc-производное экстрагировали из водной фазы 
хлороформом (5×50 мл). Остатки воды из органи-
ческой фазы удаляли Na2SO4, после чего раство-
ритель удаляли при пониженном давлении. Выход 
1.43 г (60%), прозрачная маслянистая жидкость 
[48]. Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), δ, м.д.: 1.43 с (9Н, 
t-Bu), 1.60–1.70 м (2Н, H2), 2.59 уш.с (2Н, NH2), 
2.79 т (2Н, H1, J 6.5 Гц), 3.17–3.27 м (2Н, H3), 5.00 
уш.с [1Н, С(О)NH]. C8H18N2O2.

N-(11-Азидоундеканоил)амино-трис-(1-{3-
[N-(трет-бутоксикарбонил)аминопропил]-
амино}-3-оксопропокси}метил)-метан (19). Со-
единение 17 (0.350 г, 0.00064 моль) растворя-
ли в хлористом метилене, прибавляли N-гид-
роксисукцинимид (0.243 г, 0.002112 моль, 3.3 экв)
и EDC·HCl (0.329 г, 0.002112 моль, 3.3 экв). 
Реакционную смесь перемешивали в течение
15 мин, после чего прибавляли соединение 18 
(0.368 г, 0.002112 моль, 3.3 экв). Перемешивали 
12 ч, после чего растворитель удаляли при пони-
женном давлении, а реакционную смесь разделя-
ли методом препаративной колоночной хромато-
графии в системе метанол–хлористый метилен 
(1:50→1:20→1:10). Выход 0.429 г (66%), вяз-
кая прозрачная жидкость [50]. Спектр ЯМР 1Н 
(CDCl3), δ, м.д.: 1.20–1.37 м (12Н, H4'-9'), 1.42 с 
(27Н, t-Bu), 1.51–1.69 м (10Н, H3',10',5,11,17), 2.18 т 
(2Н, H2', 7.6 Гц), 2.44 т (6Н, H3,9,15, J 5.4 Гц), 3.14 т 
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(6Н, H6,12,18, J 5.4 Гц), 3.21–3.33 м (8Н, H11',4,10,16), 
3.61–3.74 м (12Н, H1,7,13,2,8,14), 5.29 уш.с [3Н,
С(О)NH-(Boc)], 6.47 уш.с [1Н, С(О)NH], 7.19 уш.с 
[3Н, С(О)NH]. C39H72N10O13.

2,2,2-Трифторацетат N-(11-азидоундекано-
ил)амино-трис-(1-{3-[(3-аммониопропил)ами-
но]-3-оксопропокси}метил)-метана (20). Соеди-
нение 19 (0.4286 г, 0.000423 моль) растворяли в 
60 мл смеси трифторуксусная кислота–хлористый 
метилен (1:4) , реакционную смесь перемешивали 
в течение 3 ч, после чего растворители удаляли 
при пониженном давлении. Вещество в дальней-
ших реакциях использовали без дополнительной 
отчистки. Выход 0.4469 г (100%), белое аморфное 
вещество [50]. Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), δ, м.д.: 
1.19–1.27 м (12Н, H4'-9'), 1.34–1.45 м (2Н, H3', J
5.3 Гц), 1.45–1.55 м (2Н, H10', J 6.9 Гц), 1.59–1.71 м 
(6Н, H5,11,17), 2.03 т (2Н, H2', J 6.2 Гц), 2.29 т (6Н, 
H3,9,15, J 6.2 Гц), 2.68–2.81 м (6Н, H4,10,16), 3.04–
3.13 м (6Н, H6,12,18), 3.28 т (2Н, H11', J 6.9 Гц), 7.01 
уш.с [1Н, С(О)NH], 7.76 уш.с (9Н, NH3

+), 8.01–8.07 
м [3Н, С(О)NH]. C33H66N10O7·3CF3COOH.

N-(11-азидоундеканоил)амино-трис-({3-[(3-
{2-[3-(1-{[5-ацетамидо-6-(аллилокси)-3,4-ди-
гидрокситетрагидро-2H-пиран-2-ил]метил}-
1H-1,2,3-триазол-4-ил)фенокси]ацетамидо}-
пропил)амино]-3-оксопропокси}метил)-метан
(1). Соединение 12 (0.065 г, 0.00014 моль,
3.3 экв) растворяли в 10 мл ДМФА, прибавляли 
NHS (16 мг, 0.00014 моль, 3.3 экв) и EDC (22 мг, 
0.00014 моль, 3.3 экв). Реакционную смесь пере-
мешивали в течение 15 мин, после чего прибавля-
ли раствор соединения 20 (0.050 г, 43 мкмоль) и 
25 мкл DIPEA (3.3 экв) в 5 мл ДМФА. Оставляли 
перемешиваться в течение 12 ч после чего раство-
ритель удаляли при пониженном давлении, а реак-
ционную смесь разделяли методом обращенно-фа-
зовой ВЭЖХ в системе вода–ацетонитрил в гради-

енте концентраций. Выход 0.025 г (22%). Спектр 
ЯМР 1Н (CD3OD), δ, м.д.: 1.17–1.34 м (12Н, H4'-9'), 
1.46–1.58 м (4Н, H3',10'), 1.66–1.75 м (6Н, H25,30,35), 
1.98 с (9Н, NHAc), 2.14 т (2Н, H2', J 6.5 Гц), 2.41 
т (6Н, H12,16,20, J 6.1 Гц), 3.21 т (6Н, H26,31,36, J
6.7 Гц), 3.60–3.75 м (18Н, H9,10,11,72,77,91,96,110,115,-
11',3,5,7), 3.84 д.д (3Н, H75,94,113, J 3.2, 11.1 Гц), 3.96 д 
(3H, Н73,92,111, J 3.2 Гц), 4.26 д.д (3Н, H71, 90, 109, J 4.2, 
8.7 Гц), 4.32 д.д (3Н, H71,90,109, J 3.7, 11.1 Гц), 4.56 с 
(6Н, H39,42,57), 4.57–4.63 м (6Н, H79,98,117), 4.69 д.д 
(3Н, H75,96,114, J 6.0 Гц), 5.04 д.д (3Н, H81,100,119, J 
1.5, 17.2 Гц), 5.59–5.72 м (3Н, H80,99,118), 6.98 д.д 
(3Н, H50,56,65; J 1.9, 8.1 Гц), 7.19 с (1Н, С(О)NH), 
7.37 т (3Н, H47,54,63, J 8.1 Гц), 7.43–7.50 м (6Н, 
H61,62,46,47,52,53), 8.35 с (3Н, H68,87,105). Масс-спектр 
(МСВР), m/z: 2048.0059 [M + H]+, 2069.9876 [M + 
Na]+. C96H138N22O28. [М + H] 2048.0129, [M + Na]+ 
2069.9949.

N-(11-азидоундеканоил)амино-трис-{3-[(3-
{2-[3-(1-{[3-ацетамидо-4,5-дигидрокси-6-(ги-
дроксиметил)тетрагидро-2H-пиран-2-ил]-1H-
1,2,3-триазол-4-ил}фенокси)ацетамидо]про-
пил}амино)-3-оксопропокси]метил}-метан (2). 
Соединение 13 (0.0591 г, 0.00014 моль, 3.3 экв)
растворяли в 10 мл ДМФА, добавляли NHS
(16 мг, 0.00014 моль, 3.3 экв) и EDC (22 мг,
0.00014 моль, 3.3 экв). Реакционную смесь пере-
мешивали в течение 15 мин, после чего прибавля-
ли раствор соединения 20 (0.050 г, 43 мкмоль) и 
25 мкл DIPEA (3.3 экв) в 5 мл ДМФА. Оставляли 
перемешиваться в течение ночи, после чего рас-
творитель удаляли при пониженном давлении, а 
реакционную смесь разделяли методом обращен-
но-фазовой ВЭЖХ в системе вода–ацетонитрил 
в градиенте концентраций. Выход 0.008 г (7%). 
Спектр ЯМР 1Н (CD3OD), δ, м.д.: 1.15–1.33 м 
(12Н, H4'-9'), 1.43–1.57 м (4Н, H3',10'), 1.62–1.72 м 
(6Н, H25,30,35), 1.77 c (9H, NHAc), 2.12 т (2Н, H2', J 
7.3 Гц), 2.31–2.43 м (6Н, H12,16,20), 3.11–3.23 м (6Н, 
H24,29,34), 3.41 т (2Н, H11', J 5.3 Гц), 3.55–3.70 м 
(18Н, H9,10,11,3,5,7,5'',10'',133), 3.75–3.89 м (9Н, H4'',9'',-
132,2'',7'',130,1'',6'',129), 4.06 д (3H, H3'',8'',131), 4.40–4.61 
c (6Н, H39,42,57), 5.77 д (3Н, H71,90,109, J 9.5 Гц), 
6.86 д (3Н, H50,56,65, J 8.0 Гц), 7.29 т (3Н, H49,54,63, 
J 8.0 Гц), 7.32–7.38 м (3Н, H46,53,62), 8.04 с (3Н, 
H68,87,105). Масс-спектр (МСВР), m/z: 1927.9127
[M + H]+, 1949.8998 [M + Na]+. C87H126N22O28. [М +
H] 1927.9190, [M + Na]+ 1949.9010.
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Анализ аффинности к рецептору методом 
спектроскопии поверхностного плазмонного 
резонанса. Определение KD in vitro методом спек-
троскопии поверхностного плазмонного резонан-
са проводили на приборе Biacore X100 (Biacore 
AB, Швеция) с использованием чипа-носителя 
CM5, состоящего из золотой пластины, покры-
той слоем карбоксиметилированного декстрана. 
Поверхность чипа включает в себя 2 проточных 
ячейки. На поверхности одной из ячеек был им-
мобилизован фермент ASGPR из печени кролика 
[Generic Assays GmbH, Германия, чистота > 95% 
(SDS-PAGE)]. Для иммобилизации рецептора ис-
пользовали буферную смесь 10 мМ HEPES pH 7.0. 
Для экспериментов по определению аффинности 
лигандов использовали рабочую буферную смесь, 
содержащую 150 мМ NaCl, 50 мМ CaCl2, 50 мМ 

TRIS, pH 7.4. Исследуемые соединения растворя-
ли в ДМСО и полученные растворы разбавляли 
рабочим буферным раствором так, чтобы концен-
трация органического растворителя была < 1% 
(v/v). Концентрация исследуемых лигандов была 
представлена в широком диапазоне от 10–2 М до
5×10–11 М. Раствор исследуемого соединения по-
давали в течение 180 с (время связывания) при 
скорости потока 20 мкл/мин и далее в течение 60 
с изучали диссоциацию комплекса. Термодина-
мическую константу диссоциации KD определяли, 
используя модель изотермы адсорбции Ленгмюра 
(1:1 Langmuir association). Для восстановления 
чип-носитель обрабатывали 20 мкл 20 мМ раство-
ра ЭДТА. Полученные данные обрабатывали при 
помощи программного обеспечения BIAevaluation 
3 (BiaCore AB, GE Healthcare, Швеция).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработаны и синтезированы новые высокоэф-
фективные триантеннарные лиганды, которые мо-
гут служить векторами для адресной доставки ле-
карственных средств в клетки печени. Полученные 
лиганды содержат концевую азидную группу, по-
зволяющую вводить их в реакцию [3+2]-азид-ал-
кинового циклоприсоединения, которая является 
ортогональной для большинства функциональных 
групп, присутствующих как в лиганде, так и в по-
тенциальных препаратах для адресной доставки. 
Оба лиганда 1 и 2 демонстрируют высокую аф-
финность к асиалогликопротеиновому рецептору; 
значения равновесных констант диссоциации ком-
плекса «лиганд–рецептор» находятся в субнаномо-
лярном диапазоне, что на 6 порядков ниже равно-
весных констант диссоциации комплекса рецепто-
ра и природного лиганда N-ацетилгалактозамина, 
и лишь на порядок больше значений KD, получен-

ных с использованием триантеннарных лигандов 
более сложного строения. Неожиданно лиганд 1 
упрощенного строения продемонстрировал рав-
новесную константу диссоциации, близкую к та-
ковой лиганда 2, предложенного на основании 
литературных данных. Преимуществами лиган-
да 1 является более простая и короткая схема син-
теза, а также возможность выделения углеводного 
фрагмента без использования колоночной хрома-
тографии. Данные результаты в будущем можно 
использовать для оптимизации получения триан-
теннарных лигандов асиалогликопротеинового 
рецептора за счет упрощения и удешевления их 
синтеза.
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New triantennary N-acetylgalactosamine derivatives of tris(hydroxymethyl)aminomethane were synthesized 
and used to form complexes with asialoglicoprotein receptor, originally found on hepatocytes. Equilibrium 
dissociation constants (KD) of asialoglicoprotein receptor and obtained compounds were measured using surface 
plasmon resonance spectroscopy technique. The KD values were in the subnanomolar range, being 6 orders 
of magnitude lower than the KD of the complex of the receptor and N-acetylgalactosamine, its native ligand. 
The synthesized ligands exhibit much stronger binding to receptor in comparison to the natural ligand. These 
results suggest that synthesized ligands are promising agents for the targeted delivery of various therapeutic 
agents in hepatocytes.

Keywords: targeted delivery, asialoglycoprotein receptor ligands, hepatocellular carcinoma, N-acetylgalac-
tosamine derivatives


