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Вступ. Ключовими проблемами антисенсної
технології є стабільність гібридизаційних ком�
плексів, ефективність клітинного транспорту
олігонуклеотидних реагентів та їх стійкість до
дії нуклеаз. Для підвищення ефективності олі�
гонуклеотидів запропоновано широкий спектр
методів їх модифікації, що базуються на змі�
нах фосфодіефірного скелета чи структури
вуглеводних і гетероциклічних фрагментів
олігонуклеотидів або на приєднанні до них
груп різної природи [1�6]. Олігонуклеотиди, до
яких ковалентно приєднані інші молекули,
широко застосовуються в молекулярно�біоло�
гічних дослідженнях, медицині й біотехнології
як зонди для детекції нуклеїнових кислот
(НК), праймери для їх секвенування і поліме�
разної ланцюгової реакції, антисенсні реаген�
ти тощо. Отримано кон’югати олігонуклео�
тидів із флуорофорами, пептидами й білками,

ліпофільними молекулами, хімічними нуклеа�
зами та сполуками інших класів. 

Для ковалентного зв’язування з олігонук�
леотидами часто застосовуються планарні
ароматичні й гетероароматичні структури, що
за рахунок інтеркаляції здатні стабілізувати
гібридизаційні комплекси олігонуклеотидів із
комплементарними нуклеотидними послідо�
вностями. Крім того, кон’югати інтеркаляторів
можна детектувати за власною флуоресцен�
цією приєднаного хромофора, яка до того ж
часто різко зростає при гібридизації кон’югату
із НК�мішенню. Спектр інтеркаляторів, які
приєднували до олігонуклеотидів, досить ши�
рокий і включає акридин, профлавін, етидій,
пірен, фенантридин, антрацен, антрахінон, ці�
аніни, феназин та ін. [7, 8]. Такі групи, як пра�
вило, вводять по кінцях послідовності пост�
синтетично через відповідний лінкер [1�10].

Тетрациклічні системи імідазофеназиново�
го ряду відомі як ефективні інтеркалятори.
Раніше був описаний синтез модифікованих
олігонуклеотидів, що містять у своєму складі
глікозиди імідазофеназину 1 (рис. 1) у різних
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Резюме. Отримано новий кон’югат модельного 15�членного олігонуклеотиду (Tp)14T з інтеркалятором

імідазо[4,5�b]феназином. Для синтезу модифікованого оліготимідилату використано реакцію N1�карбокси�

алкільної похідної імідазофеназину з 5’�аміноалкіл�функціоналізованим олігонуклеотидом у присутності

фосфонієвого конденсуючого реагенту BOP. Вивчено деякі спектральні характеристики міченого олігомеру.
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положеннях [11, 12]. У ряді наших попередніх
робіт показано, що залишки цього інтеркаля�
тора, приєднані до олігонуклеотидів, різко під�
вищують стабільність їх дуплексних та трип�
лексних гібридизаційних комплексів [13�15].
Відповідно до цього модифіковані олігонуклео�
тиди виявились активними антимікробними
препаратами, що ефективно інгібують тран�
скрипцію і трансляцію в молікутів [16�18].
Проте похідні імідазофеназинових нуклеози�
дів, необхідні для такого варіанта модифікації,
отримують складним багатостадійним синте�
зом. У цій роботі запропоновано новий спроще�
ний варіант синтезу олігонуклеотидів, які міс�
тять інтеркалятор у 5’�кінцевому положенні, з
використанням раніше запропонованого нами
[19] реагенту 2 — похідної інтеркалятора з
карбоксиалкільним лінкером.

Матеріали і методи. В роботі використано
безводний 1�оксибензотриазол (HOBT), бензо�
триазол�1�ілокситріс(диметиламіно)фосфоній
гексафторфосфат (BOP) і 1,1’�карбонілдііміда�
зол (Aldrich, США), тріс(гідроксиметил)�аміно�
метан, акриламід і метилен�біс�акриламід для
електрофорезу (Sigma, США). Інші реагенти й
розчинники виробництва «Макрохім» (Украї�
на). Ацетонітрил переганяли над P2O5 та гідри�
дом кальцію, діоксан і N�метилморфолін — над
NaOH, диметилформамід — у вакуумі. Тонко�
шарову хроматографію (ТШХ) здійснювали на
пластинках Kieselgel 60F254 (Merck, Німеччина)
в системі хлороформ�метанол 9:1. Спектри по�
глинання записували на спектрофотометрі
Specord M40 (Karl Zeiss Jena, Німеччина). Ви�
сокоефективну обернено�фазову рідинну хро�
матографію (ВЕРХ) олігонуклеотидів прово�
дили на хроматографі Agilent 1100 Series sys�
tem (Agilent Technologies, США) на колонці
Hypersil BDS C18 (3 µm, 4,6x50 мм, ThermoHy�
persil, США) в градієнті 0�40 % CH3CN у 50 мM
триетиламонійацетатному буфері (pH 7,5) за

швидкості потоку 1 мл/хв. Теоретичні коефі�
цієнти екстинкції олігонуклеотидів за 260 нм
обчислювали, як описано в роботі [20]. 3�(N1�
Імідазо[4,5�b]феназил)пропіонову кислоту 2
синтезували за методом [19]. 

5’%Аміногексил%модифікований пентадека%
тимідилат 33. Синтез олігонуклеотиду (Тр)14Т
проводили стандартним твердофазним фосфі�
тамідним методом на синтезаторі Cyclone Plus
(Milligen/Biosearch, США) в масштабі 0,25 мкмоль
із використанням реагентів цієї ж фірми.
Після завершення нарощування послідовності
на 5’�кінець олігонуклеотиду, приєднаного до
полімерного носія, вводили аміноалкільну гру�
пу карбонілдіімідазолідним методом [21]. Дет�
ритильований полімер обробляли 1 мл 0,3 M
розчину карбонілдіімідазолу в сухому діоксані
протягом 45 хв, промивали діоксаном (5х1 мл),
а далі витримували в 1 мл 0,2 M розчину гекса�
метилендіаміну в суміші діоксан�вода 9:1 (45 хв).
Полімер промивали діоксаном (3х1 мл), мета�
нолом (3х1 мл) та ефіром (3х1 мл). Олігонукле�
отид, що містить аліфатичну аміногрупу, від�
щеплювали від полімеру за допомогою оброб�
ки носія концентрованим аміаком (ніч за кім�
натної температури), знесолювали за допомо�
гою гель�фільтрації на колонці PD�10 (Phar�
macia, Швеція) та виділяли препаративним
гель�електрофорезом в 20%�му поліакрила�
мідному гелі. Обчислений для олігомеру (Тр)14Т
за методом [20] теоретичний коефіцієнт екс�
тинкції ε260=1,22x105 М�1см�1.

Синтез 5’%імідазофеназин%модифікованого
олігонуклеотиду 44. Реагент 2 інкубували з
BOP (5 екв.), HOBT (5 екв.) і N�метилморфолі�
ном (10 екв.) у сухому ДМФ 45 хв за 40 °C. Про�
цес активації контролювали за допомогою
ТШХ. До розчину 5’�аміноалкільованого (Тр)14Т
(4,8 A260, 40 нмоль) у 200 мкл 0,1 M натрій�кар�
бонатного буфера (pH 8,5) додавали активова�
ний імідазофеназиновий реагент (10 екв.,
0,4 мкмоль у 100 мкл ДМФ). Реакційну суміш
інкубували 2 год за 40 °C. Перебіг реакції конт�
ролювали за допомогою аналітичної обернено�
фазової хроматографії. Суміш розбавляли во�
дою (300 мкл) і виділяли олігонуклеотидний
матеріал гель�фільтрацією на колонці PD�10.
Кон’югат 4 виділяли електрофорезом у 20%�му
поліакриламідному гелі. Після елюції з гелю
продукт знесолили на колонці PD�10. Вихід
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Рис. 1. Структури похідних імідазо[4,5%b]фе%
назину.



очищеного кон’югату становив 2,1 A266 (~30 %,
якщо прийняти для 4 ε266=1,94x105 — див. Ре�
зультати й обговорення). УФ�спектр: λmax 266,
386 нм, A266/A386=9,1. 

Результати й обговорення. Ковалентне
приєднання інтеркаляторів до олігонуклео�
тидів значно підвищує стабільність комплек�
сів модифікованих олігомерів з комплементар�
ними полінуклеотидними послідовностями,
часто покращує транспорт олігонуклеотидів у
клітину та стійкість олігонуклеотидних реа�
гентів до дії клітинних нуклеаз. Класичними
інтеркаляторами є катіонні феназинієві похід�
ні. N�(2�гідроксиетил)феназинієві групи вво�
дили в олігонуклеотиди шляхом окислюваль�
ного амінування барвника аміногрупою попе�
редньо введеного в олігомер аміноалкільного
лінкера. Такий інтеркалятор різко підвищує
стійкість комплементарних комплексів оліго�
нуклеотид�мішень [22, 23]. 

Нейтральна похідна феназину — іміда�
зо[4,5�b]феназин — подібна за структурою до
тетрациклічних хромофорів глікозидних ін�
теркаляторів адріаміцину й дауноміцину. На
основі спектрально�флуоресцентних дослід�
жень встановлено, що похідні імідазофенази�
ну взаємодіють із нуклеїновими кислотами за
механізмом інтеркаляції, стабілізуючи полі�
нуклеотидні дуплекси [24, 25].

У роботах А.С. Шаламая та ін. запропонова�
но оригінальний підхід до синтезу мічених олі�
гонуклеотидів — уведення в олігомери N1�ри�
бозиду імідазо[4,5�b]феназину 1 [11, 12]. В от�
риманих модифікованих олігонуклеотидах
хромофор заміщує основу в потрібному поло�
женні нуклеотидної послідовності, зв’язую�
чись із вуглеводним залишком глікозидним
зв’язком. Стратегія синтезу включає одержан�
ня похідної нуклеозиду імідазофеназину, при�
датної до введення в олігонуклеотид. Відпо�
відний нуклеозид отримують багатостадійним
синтезом, ключовим етапом якого є стереосе�
лективна конденсація гетероциклічної основи
й захищеної рибози в присутності активатора
[26]. Отриманий рибонуклеозид 1a, що містить
як аглікон імідазофеназинову гетероарома�
тичну систему, включали в олігонуклеотидні
послідовності. Для синтезу модифікованих
олігонуклеотидних послідовностей, що містять
аномальний нуклеозид на 3’�кінці, його імобі�

лізують на полімерному носієві через 2’(3’)�
гідроксильну групу. 3’�Фосфорильовані похід�
ні 5’�захищеного дезоксинуклеозиду 1b, який
отримують через селективне 2’�дезоксигену�
вання рибозиду 1a, можна вводити в олігонук�
леотиди в процесі твердофазного синтезу як
звичайні Р�компоненти [12].

Хоча подібні реагенти можна включити в
будь�яке положення нуклеотидної послідов�
ності, все ж найчастіше в медико�біологічних
дослідженнях використовують 5’�модифіко�
вані олігонуклеотиди. Для приєднання іміда�
зофеназину до 5’�кінця олігомерів можна за�
пропонувати простіший підхід, в якому за�
мість рибозидів використовують певні похідні
гетероциклу, що містять реакційноздатні гру�
пи, які можуть взаємодіяти з відповідними
функціоналізованими олігонуклеотидами. Оче�
видним варіантом кон’югації могла б бути ре�
акція 5’�аміноалкіл�модифікованого олігомеру
з карбоксильною похідною інтеркалятора з ут�
воренням амідного зв’язку. Такі похідні отри�
мати значно простіше від нуклеозидів. 

Недавно ми запропонували ряд нових реа�
гентів на основі імідазофеназину, що містять
карбоксильну, Н�фосфонатну чи гідроксильну
групу на аліфатичному лінкері та можуть ви�
користовуватися для введення інтеркалятора
в біомолекули [19]. Карбокси�модифікований
імідазофеназин 2 може застосовуватися для
ковалентного приєднання до аміноалкіл�оліго�
нуклеотидів у присутності карбодіімідів чи
інших конденсуючих реагентів або ж після пе�
ретворення в активований ефір (найчастіше
N�гідроксисукцинімідний). Олігонуклеотиди
зручно модифікувати цим реагентом через 5’�
термінальний аміноалкільний лінкер, хоча
аліфатичну аміногрупу для реакції можна
ввести в будь�яке положення олігонуклеотиду
(3’�кінець, міжнуклеотидні фосфати, гетеро�
циклічні основи та ін.), тому інтеркалятор мо�
же бути приєднаний в заданому місці послідо�
вності. Методи функціоналізації олігонуклео�
тидів аміноалкільними групами добре розроб�
лені [1�5, 9, 10].

У цій роботі реагент 2 застосовували для
модифікації модельного 15�членного олігоде�
зоксирибонуклеотиду (Тр)14Т. Мічення про�
ведено через попередньо приєднану до 5’�кін�
ця олігомеру аміноалкільну групу. Аміногек�
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сильний лінкер уводили твердофазним карбо�
нілдіімідазольним методом [21]: спочатку де�
блоковану 5’�OH�групу олігонуклеотиду без�
посередньо на полімері активували 1,1’�карбо�
нілдіімідазолом, після чого проводили реакцію
проміжного імідазоліду з гексаметилендіамі�
ном. Функціоналізований таким чином оліго�
тимідилат 3 очищали електрофорезом в полі�
акриламідному гелі, де він мігрує повільніше
за немодифікований олігомер. При обернено�
фазовій хроматографії аміно�модифіковані
олігонуклеотиди також мають більший час
утримання. 

Реагент 2 взаємодіяв із 5’�аміноалкільова�
ним (Tр)14Т, як показано на схемі 1. У реакції
конденсації використали фосфонієвий акти�
вуючий реагент BOP у присутності каталіза�
тора 1�оксибензотриазолу (HOBT). Система

BOP�HOBT є ефективним конденсуючим реа�
гентом і широко застосовується в біоорганічній
хімії для створення амідного зв’язку, у т.ч. при
отриманні олігонуклеотидних кон’югатів і по�
лімерних носіїв для твердофазного синтезу
[27�30]. У реакцію з модифікованим олігоме�
ром 3 вводили 10�кратний надлишок похідної
імідазофеназину. Реакція активованого ліган�
ду з аліфатичною аміногрупою олігонуклеоти�
ду досить швидка (1,5�2 год), і в ній досягається
практично кількісна трансформація вихідного
амінокомпонента. Хід реакції контролювали за
допомогою аналітичної обернено�фазової ВЕРХ.
Час утримання кон’югату на колонці вищий
порівняно з вихідним олігомером 3 за рахунок
гідрофобної гетероциклічної системи імідазо�
феназину. Профіль ВЕРХ реакційної суміші
наведено на рис. 2. Як видно з хроматограми,
вихідний аміноалкіл�оліготимідилат (час утри�
мання 4,5 хв, положення вказане стрілкою) че�
рез 2 год реакції практично повністю зник у
реакційній суміші, переходячи в основний
продукт із часом утримання 6,2 хв. 

Кон’югат 4 виділяли за допомогою препара�
тивного гель�електрофорезу. Вихід очищеного
продукту становив близько 30 % у розрахунку
на введений у реакцію амінований оліготимі�
дилат. Продукти, що містять хромофор іміда�
зофеназину, легко виявляються в гелі при йо�
го довгохвильовому УФ�опромінюванні (365 нм)
у вигляді смуг з яскравою жовтою флуорес�
ценцією. Відмітимо, що інтенсивна флуорес�
ценцiя цього інтеркалятора робить його зруч�
ною репортерною групою для детекції НК і
вивчення процесів комплексоутворення.

В електронному спектрі поглинання кон’ю�
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Рис. 2. Профіль обернено%фазової ВЕРХ реакційної суміші, отриманої при синтезі олігонуклеотид%
ного кон’югату імідазофеназину через 2 год реакції (детекція за 260 нм). Положення вихідного аміно%
алкіл%олігомеру 33 вказане стрілкою. 



гату (рис. 3) поряд зі смугою УФ�поглинання
за 250�270 нм спостерігається смуга адсорбції
у видимій ділянці (370�400 нм). Спектр є су�
перпозицiєю спектрiв поглинання олiготимi�
дилату й імідазофеназину. В УФ�області сму�
ги поглинання інтеркалятора (для вільного
барвника λmax=264 нм) і гетероциклічних основ
оліготимідилату (λmax=266 нм) практично збі�
гаються. Поглинання імідазофеназинового
хромофора у видимій ділянці спектра, де олі�
гонуклеотид не поглинає, має одну відносно
широку смугу з максимумом за 386 нм. 

При ковалентному приєднанні імідазофе�
назину до 5’�кінця оліготимідилату спостері�
гається невеликий червоний зсув у видимій
області (приблизно на 1 нм), як і у випадку глі�
козиду інтеркалятора [13]. При цьому співвід�
ношення iнтенсивностей поглинання модифі�
кованої послідовності в ультрафіолетовій і ви�
димiй областях знаходиться в хорошiй вiдпо�
вiдностi з величиною, розрахованою за ко�
ефiцiєнтами екстинкцiї фрагментів iнтеркаля�
тора й олiготимідилату. Прийнявши для N1�
заміщеного ε264=6,5х104 [26] і величину довго�
хвильового поглинання ε385=2,2х104 для цього
інтеркалятора в складі олігонуклеотидів [14], а
для оліготимідилату використавши коефіцієнт
екстинкції 8600 М�1см�1 (на моль нуклеотида) за
266 нм [31], тобто ε266=1,29х105 для 15�членного
олігомеру, отримаємо співвідношення інтен�
сивностей в максимумах поглинання в ульт�
рафіолетовій і видимій областях близько 8,8,
що дуже добре узгоджується з експеримен�
тальним значенням A266/A386=9,1 і тим самим

підтверджує чистоту продукту. Спектрально�
флуоресцентні властивості отриманого кон’ю�
гату 4 та його взаємодія з нуклеїновими кисло�
тами зараз детально вивчаються і будуть
предметом наступних публікацій. 

Отже, у цій роботі описано синтез нового
типу кон’югатів олігонуклеотидів з інтеркаля�
тором імідазо[4,5�b]феназином. Карбоксиал�
кільна похідна імідазофеназину є досить лег�
кодоступним реагентом, на відміну від нуклео�
зидів і нуклеотидів на основі цього гетероцик�
лу. Постсинтетичне мічення олігонуклеотидів
таким реагентом проходить швидко і з висо�
кою ефективністю.

Роботу виконано за підтримки УНТЦ (грант
№ 3172).

Надійшла в редакцію 18.12.2006 р.
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Рис. 3. Спектр поглинання очищеного імідазо%
феназинового кон’югату 44 (0,05 M триетила%
монійбікарбонатний буфер, pH 7,5).

Synthesis of oligonucleotide 5’�conjugates with imidazophenazine intercalating agent
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Summary. New conjugate of the model 15�mer oligonucleotide (Tp)14T with imidazo[4,5�b]phenazine intercalating
agent was obtained. Reaction of N1�carboxyalkyl derivative of imidazophenazine with 5’�aminoalkyl�functionalized
oligonucleotide in the presence of phosphonium coupling reagent BOP was used for the synthesis of modified olig�
othymidylate. Some spectral characteristics of the labeled oligomer were studied. 
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