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Вступ. Синтетичні олігонуклеотиди — по�
тужний інструмент в арсеналі молекулярної
біології. Вони широко використовуються як
ДНК/РНК�зонди, праймери для PCR, у син�
тезі генів, секвенуванні нуклеїнових кислот
(НК), при вивченні білково�нуклеїнової взає�
модії тощо. Розвиток біотехнології та медицини
викликав особливий інтерес до модифікованих
олігонуклеотидів. Останні умовно поділяються
на аналоги й кон’югати олігонуклеотидів.
Кон’югатами вважають продукти ковалентно�
го зв’язування олігонуклеотидів з іншими мо�
лекулами зі специфічними властивостями —
флуоресцентними, афінними та спіновими
мітками, ліпофільними і транспортними група�
ми, білками й пептидами, хімічними нуклеаза�
ми тощо. Аналогами ж називають олігонуклео�
тиди, що містять модифіковані елементи влас�
ної структури — гетероциклічні основи, вугле�
водні залишки чи фосфодиефірні зв’язки [1�5]. 

У контексті антисенс�технології, кон’юга�
ція з певними молекулами здійснюється для
покращення гібридизаційних і транспортних
властивостей олігонуклеотидів. З іншого боку,
кон’югацію можна розглядати як спосіб нада�
ти специфічності взаємодії неспецифічним мо�
лекулам за рахунок приєднання до них оліго�
нуклеотидного фрагмента, здатного високосе�
лективно зв’язуватись із комплементарними
послідовностями ДНК чи РНК.

Модифіковані олігонуклеотиди цінні як для
вивчення біологічних та фізико�хімічних влас�
тивостей нуклеїнових кислот, так і можливос�
тями діагностичного і терапевтичного застосу�
вання в медицині (антисенс� і антиген�техно�
логії та ін.). Одним із найважливіших класів
сполук, що специфічно взаємодіють із нук�
леїновими кислотами, є інтеркалятори. Цей
огляд присвячено методам хімічного синтезу
кон’югатів олігонуклеотидів з інтеркалюючи�
ми реагентами та їх біологічним і біофізичним
властивостям. Розглянуто також деякі аспек�
ти застосування таких кон’югатів в молеку�
лярній біології і медицині. 
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Інтеркалятори й інтеркаляція. Відомо, що
багато синтетичних і природних спряжених
поліциклічних ароматичних сполук утворю�
ють міцні комплекси з полінуклеотидами. Як
правило, ці сполуки є барвниками і мають
флуоресцентні властивості. У роботі 1961 р.
Лерман встановив, що при взаємодії з ДНК та�
ких барвників, як акридин, профлавін та акри�
диновий оранжевий, відбувається значна змі�
на в’язкості розчину та коефіцієнта седимен�
тації ДНК. Це дозволило постулювати, що такі
ліганди спричиняють порушення спіральної
структури ДНК за рахунок інтеркаляційного
механізму [6]. Утворення комплексів відбу�
вається шляхом вклинювання (інтеркаляції)
планарних ароматичних систем лігандів між
сусідніми парами гетероциклічних основ дво�
спіральних ділянок НК. Воно, як правило, не
залежить від нуклеотидного складу й послідо�
вності нуклеїнової кислоти [7]. В основі стабі�
лізаційного ефекту лежить взаємодія арома�
тичних p�систем (стекінг) пар основ та ліганду
[8, 9]. Додаткові замісники, присутні в струк�
турі ліганду, в значній мірі визначають термо�
динаміку зв’язування, геометрію комплексу
ліганд�ДНК і сіквенс�селективність, яка спос�
терігається в деяких сполук [9]. 

Утворюючи p�комплекси з НК, інтеркаля�
тори можуть ефективно впливати на їх біосин�
тез і метаболізм [1�3, 5, 10�11]. Інгібування
транскрипції та реплікації ДНК — основа ме�
ханізму біологічної активності інтеркаляторів.
Ряд сполук, наприклад, похідні акридину й ан�
трацикліну, відомі як антиракові препарати,
інші діють як антимікробні та антивірусні засо�
би. Однак їх клінічне використання виявило
ряд серйозних проблем, серед яких неспе�
цифічність, токсичність та інші побічні ефекти,
пов’язані з невисокою селективністю дії на те�
рапевтичну мішень (у даному випадку ДНК
ракових клітин, вірусів чи мікроорганізмів), а
також появу комплексної стійкості до медич�
них препаратів (multidrug resistance). Ці фак�
тори стимулюють пошук нових біологічно ак�
тивних сполук цього класу та підходів до їх за�
стосування. 

Інтеркалятори є планарними ароматични�
ми чи гетероароматичними сполуками, часто
катіонними. Геометрія молекули та її елек�
тронна густина — основні фактори, що впли�

вають на можливість стекінгу. Для ефективно�
го перекривання з парою основ піримідин�пу�
рин інтеркалятор повинен містити три� або те�
трациклічний фрагмент, що й спостерігається
в абсолютній більшості випадків. Поліарома�
тичність є необхідною, проте не достатньою
умовою для того, щоб конкретна структура
мала інтеркаляційні властивості, й апріорі до�
сить складно передбачити їх. Існує ряд ме�
тодів підтвердження  інтеркаляційної актив�
ності. При зв’язуванні барвників із НК відбу�
вається зміна їх спектральних властивостей.
Як правило, інтеркаляція викликає батохром�
ний зсув і гіпохромний ефект для основної
смуги поглинання. У спектрі флуоресценції
ліганду спостерігається зсув максимуму в дов�
гохвильову область та зміна квантового вихо�
ду, причому для різних інтеркаляторів може
відбуватись як зростання інтенсивності, так і
гасіння флуоресценції. Часто її зміни зале�
жать від того, з якими нуклеотидними послі�
довностями взаємодіє ліганд. Так, акрифлавін
флуоресціює лише тоді, коли він інтеркалює
між двома парами А.Т, в інших випадках його
флуоресценція гаситься [7]. 

Чисто спектральних методів не достатньо
для доказу інтеркаляційного механізму зв’я�
зування ліганду з ДНК, оскільки неінтерка�
ляційне зв’язування (наприклад, у малій боро�
зенці ДНК) може приводити до подібних спек�
тральних ефектів. Для коректного доведення
слід поєднувати спектрально�флуоресцентні
дослідження з вивченням макрозмін, що від�
буваються в молекулі ДНК при  взаємодії з
лігандом. Як відомо, в результаті інтеркаляції
ліганду між парами основ збільшується від�
стань між ними, спостерігається певне «роз�
кручування» двоспіральної ДНК і збільшення
фізичної довжини її молекули. Такі зміни
можна підтвердити, визначаючи гідродина�
мічні характеристики (в’язкість розчину ДНК,
коефіцієнт седиментації) та інші параметри,
що застосовуються в хімії високомолекуляр�
них сполук [9, 12]. 

Прямим доказом інтеркаляції є рентгено�
структурний аналіз комплексів ліганд�ДНК,
однак цей трудомісткий підхід застосовують у
поодиноких випадках. Багато інформації про
структуру комплексів дає 2D�ЯМР�спектро�
скопія. Для визначення типу зв’язування
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ліганду з ДНК, а також його селективності й
афінності, зараз широко застосовують метод
заміщення флуоресцентних інтеркаляторів,
який особливо цінний для скринінгу комбіна�
торних бібліотек. Він базується на витісненні
відомих інтеркаляторів (етидійброміду чи
тіазолового оранжевого) з їх комплексів із
ДНК лігандами, що вивчаються [13].  

Кон’югати олігонуклеотидів з інтеркаля�
торами. Олігонуклеотиди, модифіковані інтер�
каляторами, здатні до селективного контролю
експресії генів. Тому дослідження таких ко�
н’югатів інтенсивно розвиваються. Ідея при�
єднання інтеркалятора до послідовності, що
може забезпечити «впізнавання» НК, нале�
жить Р. Летсінгеру, який у 1981 р. вперше опи�
сав ковалентне приєднання фенантридину до
динуклеотиду через фосфатну групу [14]
(рис. 1). Інші піонерські роботи в цій галузі
опубліковані лабораторіями К. Елена (акри�
дин) та В. Заритової (феназин) близько 20 ро�
ків тому [15�19]. З того часу описано ковалент�
не приєднання до олігонуклеотидів багатьох
інтеркаляторів, серед яких похідні антрацену,
антрахінону, етидію, пірену, антрацикліни,
порфірини, ціанінові барвники та ін. [1�3, 5, 20].
Механізм дії кон’югатів можна описати наступ�
ним чином: олігонуклеотидна послідовність
специфічно зв’язується з комплементарною
НК�мішенню, інтеркалююча ж група в складі
утвореного дуплекса забезпечує додаткову
енергію зв’язування, яка, однак, сама по собі є
мало� або неспецифічною (рис. 2). Вплив інтер�
каляторів на стабільність комплексів оцінюють
за температурою плавлення (Тпл) останніх. 

Основні підходи до синтезу олігонуклео�
тидних кон’югатів. Методи введення репор�
терних груп в олігонуклеотиди надзвичайно
різноманітні. Цій темі присвячено багато огля�
дів і книг [1�3, 20�25], тому ми зупинимося на
ній лише коротко. Модифікація олігонуклео�
тидів сьогодні можлива практично по будь�
якому положенню. Це 5'� та 3'�кінцеві гідрок�
сильні групи, міжнуклеотидні фосфати, рідше
аміногрупи та лактамні функції гетероцикліч�
них основ, положення С�8 пуринів і С�5 піри�
мідинів, С�2' вуглеводного фрагмента, в окре�
мих випадках положення С�1' і С�4' залишку
дезоксирибози нуклеозидів. 

Для введення репортерної групи необхідно
провести реакцію між відповідними похідними
біополімеру та приєднуваного ліганду. Основні
реакції, які застосовуються з цією метою, —
утворення амідного, тіоефірного чи фосфоди�
ефірного зв’язку. З цією метою в ліганд та
олігонуклеотид уводять відповідну пару ре�
акційних груп: карбоксильну та аміногрупу,
меркаптогрупу і функцію, що здатна селектив�
но взаємодіяти з нею (алкілгалогенідну, ма�
леімідну), або ж фосфатну та гідроксильну чи
аміногрупу. Основні варіанти кон’югації наве�
дено на схемі 1. При цьому розрізняють два за�
гальних підходи: пост�синтетичну модифіка�
цію (варіанти А та В) та пряме введення ліган�
ду в процесі синтезу олігонуклеотидної послі�
довності (С). 

У першому підході спочатку одержують
функціоналізований олігонуклеотид, в який
уведено аміно�, меркапто� та інші реакційні
групи, найчастіше на лінкері. Після цього про�
водять реакцію олігомеру з відповідним реа�
гентом на основі репортерної молекули. Най�
частіше застосовують взаємодію СООН�похід�
них лігандів з аміноалкіл�модифікованими
олігонуклеотидами (схема 1А). Реакцію утво�
рення амідного зв’язку проводять у присут�
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ності конденсуючих реагентів (карбодиіміди,
фосфонієві реагенти та ін.) або ж використову�
ють активовані похідні карбокси�компонента
— N�гідроксисукцинімідні, рідше нітрофеніло�
ві, пентахлорфенілові та інші подібні ефіри.
Ізотіоціанати теж селективно реагують з амі�
ногрупами. 

Утворення тіоефірів шляхом алкілування
меркаптогрупи — інший широко розповсю�
джений шлях синтезу кон’югатів. В олігонук�
леотид уводять SH�групу, яка селективно ре�
агує з алкілгалогенідними (йодалкільними,
йод� та бромацетамідними) або ж малеімідни�
ми похідними репортерних молекул (схема
1В). Такі реакції високоспецифічні, і потрібна
модифікація проходить і в присутності аміно�
груп та інших нуклеофільних функцій. Ефек�
тивна також реакція тіол�специфічних похід�
них лігандів із тіофосфатними групами, уведе�
ними в олігонуклеотид. 

У переважній більшості випадків нукле�
офільні групи (NH2, SH) уводять в олігонукле�
отид, електрофільним же компонентом висту�
пає похідна репортерної молекули. Рідше за�
стосовують обернений підхід, наприклад, із
використанням СООН�модифікованих оліго�
нуклеотидів. До цього ж виду кон’югації відно�
ситься і взаємодія фосфатних груп олігонук�
леотиду з амінопохідними лігандів. Деякі інші
схеми пост�синтетичної модифікації розпов�
сюджені значно менше.

Пост�синтетична модифікація застосо�
вується в синтезі кон’югатів найчастіше, хоча
цей підхід має ряд обмежень. Так, реакції з
олігонуклеотидами, як зарядженими біополі�
мерами, проводять у водному чи водно�ор�
ганічному середовищі. На жаль, не всі репор�

терні молекули достатньо добре розчинні в та�
ких умовах. Інколи введення потрібних функ�
цій в ліганд ускладнене. Крім того, цей підхід
досить трудомісткий, оскільки необхідно спо�
чатку очищати функціоналізований олігонук�
леотид, а потім його кон’югат. Таких недоліків
часто позбавлене пряме введення репортерних
груп на етапі синтезу олігомеру на полімерно�
му носієві (рідше в розчині). В цьому випадку
синтезують відповідно захищену фосфорильо�
вану похідну репортерної молекули, яка може
бути приєднана до олігонуклеотидного ланцю�
га в умовах міжнуклеотидної конденсації як
звичайна нуклеотидна ланка [2, 21�25]. Вико�
ристовують фосфітамідні (схема 1С) та Н�фо�
сфонатні, рідше фосфодиефірні похідні ліган�
дів. Реакції проходять в органічних розчинни�
ках і, як правило, з високим виходом. У цьому
підході теж існують свої обмеження. Так, реа�
гент повинен бути стабільним в умовах конден�
сації та деблокування олігонуклеотиду, що не
завжди можливо. Крім того, очистка кінцевого
кон’югату звичайно складніша, ніж у випадку
пост�синтетичної модифікації. І, нарешті, сам
синтез фосфорильованих лігандів часто склад�
ний. Незважаючи на це, пряма модифікація
олігонуклеотидів сьогодні застосовується дуже
широко. 

Крім хімічних методів модифікації оліго�
нуклеотидів, існують і ферментативні підходи
[1, 2, 22, 23]. Вони обмежені субстратами, які
може використовувати фермент, найчастіше
ДНК�полімераза І E. coli та дезоксинуклеотид�
трансфераза. Перший застосовують для мо�
дифікації будь�якого положення олігонуклети�
ду з використанням комплементарної матриці,
другий — для модифікації 3'�кінця олігомеру
без матриці. Субстратами є модифіковані нук�
леозид�трифосфати, в які введено репортерну
групу. Ферментативний синтез широко засто�
совують при детекції ДНК із уведенням флуо�
ресцентних міток чи біотину за допомогою
полімеразної ланцюгової реакції.

Виділення та очистку кон’югатів здійсню�
ють за допомогою електрофорезу та високо�
ефективної хроматографії (HPLC). При хрома�
тографічній очистці насамперед застосовують
обернено�фазову хроматографію, де продукти,
що містять гідрофобні групи, досить легко
відділяються від немодифікованих олігомерів.

R-(CH2)nCOOH R-(CH2)nCO-NH-(CH2)m�OLIGONH2-(CH2)m�OLIGO+
KP

R-(CH2)nI HS-(CH2)m�OLIGO R-(CH2)n-S-(CH2)m�OLIGO+

P
NiPr2

OCH2CH2CN
R-(CH2)n-O HO�OLIGO�P

1. TetH

2. I2
3. NH4OH

+ PR-(CH2)n-O O�OLIGO

O�

O

(A)

(B)

(C)

Примітки: R — репортерна група, КР — кон&
денсуючий реагент, PP — полімерний носій, TetH
— тетразол.

Схема 1
Основні методи синтезу кон’югатів 

олігонуклеотидів (OLIGO)
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Особливо зручним є використання двоканаль�
ної детекції, коли хроматографічний профіль
записують одночасно при 260 нм (приблизний
максимум поглинання гетероциклічних основ
НК) та при конкретній довжині хвилі смуги по�
глинання приєднаної репортерної групи. При
електрофорезі кон’югати визначаються за
рухливістю смуг у гелі, а у випадку флуорес�
центних барвників (у тому числі інтеркаля�
торів) — за їх флуоресценцією при коротко�
хвильовому опроміненні.

Описані вище загальні підходи застосову�
ються і в синтезі олігонуклеотидних кон’юга�
тів з інтеркалюючими реагентами. Тепер роз�
глянемо основні інтеркалятори, що приєдну�
вались до полінуклеотидів (рис. 3). 

Акридин. Олігонуклеотидні похідні акри�
дину 1 вивчені найкраще. Саме на прикладі
цього інтеркалятора всесторонньо досліджу�
вались методи хімічного синтезу кон’югатів, їх
біологічна активність, фактори, що впливають
на гібридизацію з НК тощо [15�18, 20, 26�31].
Спершу приєднання проводили через 3'�фо�
сфатну групу, а потім і в багатьох інших поло�
женнях олігонуклеотидів, причому як природ�
них фосфодиефірних, так і тіофосфатних ана�
логів [28] та a�аномерних олігомерів [27], як
пост�синтетично, так і з використанням фос�
фітамідних похідних ліганду [31]. В більшості
випадків це похідні 9�аміноакридину, особли�
во 6�хлоро�2�метокси�9�аміноакридин, який
демонструє найкращі інтеркаляційні власти�
вості. Залишок акридину значно підвищує
стійкість комплексів із комплементарними НК.
Його приєднання до 3'�кінця оліготимідилату
(dT)12 збільшує Тпл його комплексу з полі�А з
33,5 до 47,3 oС [15]. 

Акридин�модифіковані олігонуклеотиди ма�
ють високу біологічну активність за рахунок
стабілізації комплементарних комплексів НК.
Наприклад, трансляція мРНК гена 32 фагу Т4
інгібується кон’югатом, комплементарним до
ділянки в районі послідовності Шайна�Далгар�
но, причому за відсутності приєднаного інтер�
калятора інгібування не відбувається. Ініціація
трансляції блокується олігонуклеотидом, що
зв’язується з транскрибованим ланцюгом у
відкритому комплексі, утвореному РНК�полі�
меразою E. сoli з промотором [26]. Акридинові
кон’югати стабілізують не тільки дуплекси, а й

триплексні ДНК. Спостерігалося інгібування
транскрипції за рахунок утворення триплексів
коротких антигенних олігонуклеотид�акриди�
нових кон’югатів з поліпурин�поліпіримідино�
вою послідовністю кодуючої області генів pol та
nef віруса HIV�1. Немодифіковані олігомери не
проявляли інгібуючого ефекту. Утворений
триплексний бар’єр фізично блокує дію поліме�
рази (polymerase arrest) [30]. 

Феназин і дипіридофеназин. Лабораторія
В.Ф. Заритової однією з перших у світі одер�
жала кон’югати ДНК з інтеркаляторами. У
1986 р. там синтезували олігонуклеотиди, мо�
дифіковані N�(2�гідроксиетил)феназинієвими
групами [19]. Ці групи вводили шляхом окис�
лювального амінування катіонного інтеркаля�
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Рис. 3. Структури деяких інтеркаляторів, які
ковалентно приєднувались до олігонуклеотидів:
акридин (11), феназиній (22), дипіридофеназин (33),
етидій (44аа), метидій (44bb), антрацен (55), ант&
рахінон (66), пірен (77), тіазоловий оранжевий
(TO, 88аа), оксазоловий жовтий (YO, 88bb), тет&
ра(N&метилпіридил)порфін (TMPyP, 99), дау&
номіцин (1100аа), адріаміцин (1100bb), рибозид імідазо&
феназину (1111), біс&фенантроліно&дипіридофена&
зинорутеній (II) (1122).
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тора 2 аміногрупою аміноалкіл�модифіковано�
го олігонуклеотиду в м’яких умовах (схема 2).
Хімічні властивості феназинію дають змогу
проводити кон’югацію без попереднього син�
тезу активованих похідних ліганду, що не над�
то часто зустрічається в хімії нуклеїнових
кислот.

Феназинієва група різко підвищує стійкість
комплементарних комплексів олігонуклео�
тидів. Залишок феназинію стабілізує дуплек�
си на 13�19 oС, причому вільний барвник
помітно не впливає на стабільність [19]. Фена�
зин часто застосовували як ефектор для
стабілізації комплексів реакційноздатних олі�
гонуклеотидів, що містять алкілуючі N�хлоре�
тиламіногрупи для хімічної модифікації НК
[32�34]. 

Залишок дипіридофеназину 3 вводили в
різних місцях олігонуклеотидних послідовнос�
тей [35, 36]. Присутність кінцевого кон’югова�
ного ліганду стабілізує дуплекси ДНК�ДНК і
ДНК�РНК відповідно на 7,3�10,9 і 4,5�7,4 oС, а
триплексні комплекси — на 3,8�11,1 oС. Приєд�
нання ж цього інтеркалятора в середині оліго�
меру дуже слабко стабілізує дуплекси та пе�
решкоджає утворенню триплексів [35].

Етидій і метидій. Етидійбромід 4a — кла�
сичний інтеркалятор, що широко застосо�
вується в молекулярній біології для детекції
нуклеїнових кислот у гелях: при його зв’язу�
ванні з двоспіральною ДНК відбувається різке
зростання інтенсивності флуоресценції. Син�
тезовано й олігонуклеотидні 3'� та 5'�кон’юга�
ти етидію [37, 38]. Етидій�мічені олігонуклео�
тиди ефективні в системах переносу флуорес�
ценції (FRET), коли гібридизація з мішенню
двох олігомерів, мічених різними флуорофо�
рами, дає змогу вивчати її просторову струк�
туру, наприклад, утворення «шпильок» тощо
[37]. Залишок етидію підвищує Тпл дуплексів із
комплементарними полінуклеотидами на 20�
30 oС. Приєднання етидію чи азидоетидію дає

можливість проводити фотохімічну модифіка�
цію НК�мішеней. При опроміненні дуплексів
відбувається розщеплення полінуклеотидної
мішені, її модифікації та утворення ковалент�
них адуктів з етидій�модифікованим олігоме�
ром. Залежно від умов, рівень загальної мо�
дифікації мішені становить 10�70 % для ети�
дієвих і 30�80 % для азидоетидієвих кон’югатів
[38]. Залишок метидію 4b також уводили в
олігонуклеотиди, причому з використанням
фосфітамідної похідної інтеркалятора [39].
Уведення фрагмента метидію в середину
олігонуклеотидної послідовності приводило до
зростання Тпл її дуплекса на 8,1 oС.

Антрацен та антрахінон. Антрацен 5, інтер�
калятор негетероциклічної природи, вводили
в олігонуклеотиди з використанням фосфіта�
мідів нуклеозидів, модифікованих лігандом по
вуглеводному 2'�гідроксилу або 2�аміногрупі
гуаніну [40�42]. Характерною для кон’югатів
антрацену є здатність розрізняти комплемен�
тарні послідовності ДНК та РНК. Залишок ан�
трацену стабілізує дуплекси з олігодезокси�
нуклеотидами з суттєвим зростанням їх Тпл за
рахунок інтеркаляції, однак практично не
впливає на стійкість дуплексів із комплемен�
тарною РНК. Навпаки, при утворенні дуп�
лексів із РНК відбувається значне посилення
флуоресценції ліганду, при зв’язуванні ж із
ДНК подібні спектральні зміни не спостеріга�
ються, тобто антрацен є РНК�специфічним
флуоресцентним зондом. 

Антрахінон 6 найчастіше вводять в оліго�
нуклеотиди, використовуючи 2'�модифіковані
нуклеозиди, подібно до антрацену [42�46].
Описано і введення через фосфорамідитні
похідні [47]. Криві плавлення кон’югатів де�
монструють значний стабілізаційний вплив
антрахінонового фрагмента на дуплекси як із
ДНК, так і з РНК. 

Пірен. Пірен 7 — один із найцікавіших
інтеркаляторів з рядом унікальних властивос�
тей. Його олігонуклеотидні кон’югати інтен�
сивно вивчаються [22, 42, 48�56]. Піренільний
залишок уводять як пост�синтетично, так і в
процесі твердофазного синтезу. Найчастіше з
цією метою використовують 2'�піренільні
похідні нуклеозидів [49�51]. Пірен виступав
також агліконом в ациклічних нуклеозидах
[53�55] та С�глікозидних реагентах [56]. Він
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підвищує стійкість комплексів НК за рахунок
інтеркаляції [22, 52]. Олігонуклеотиди, що міс�
тять псевдонуклеозиди пірену, мають підви�
щену афінність до комплементарної однолан�
цюгової ДНК (стабілізація до 10,9 oС на мо�
дифікацію). Водночас такі піренові вставки
різко знижують стійкість дуплексів із РНК.
Піренові залишки значно сильніше взаємоді�
ють із ДНК, де інтеркаляція є стабілізуючим
фактором, який відсутній у випадку РНК [53,
55]. Таким чином, пірен�модифіковані оліго�
нуклеотиди здатні розрізняти аналогічні рибо�
та дезоксирибо�послідовності. 

Інтеркаляція веде до зміни спектрально�
флуоресцентних властивостей пірену. В його
спектрі флуоресценції спостерігаються дві
інтенсивні смуги при 372 та 373 нм. Особ�
ливістю ж барвника є легкість утворення ек�
симерів (максимум флуоресценції 470�480 нм),
оскільки пірен має найбільший час затухання
серед зондів�неметалів [22]. Характерним для
пірену є значне гасіння флуоресценції у вод�
ному середовищі в присутності ДНК. Цей фак�
тор, а також флуоресценція в короткохви�
льовій області зумовлюють те, що пірен прак�
тично не застосовується як звичайна флуо�
ресцентна мітка. Інтерес до пірену пов’язаний
з можливістю одержання структурної інфор�
мації за допомогою спектрів флуоресценції.
Флуоресценція як мономеру, так і ексимеру
пірену є індикатором гібридизації при гомо�
генній детекції НК [49]. 

Біс�піренільні реагенти, в яких дві піренові
групи просторово зближені, демонструють
інтенсивну ексимерну флуоресценцію, яка по�
слаблюється в присутності дуплексної ДНК.
Це відбувається за рахунок інтеркаляції одно�
го з піренових залишків, у результаті чого стає
неможливим ексимерний збуджений стан [22].
Біс�піренільна мітка була введена в олігонук�
леотиди. При цьому у випадку гібридизації з
ДНК внутрішньо модифікованого олігомеру
спостерігалися незначні зміни флуоресценції,
у випадку ж 5'�кінцевого мічення відбувалось
значне (до 27 разів) зростання квантового ви�
ходу та 17�кратне збільшення співвідношення
ексимерної і мономерної флуоресценції [52].
Цікавою рисою такої мітки є чутливість екси�
мерної та мономерної флуоресценції до нук�
леотидної послідовності в районі піренової мо�

дифікації, у т. ч. до точкових мутацій (mis�
match) у НК�мішені [54].  

Ціаніни. Ціаніни — чутливі флуоресцентні
мітки для біополімерів. Особливо важливими є
барвники, що інтеркаляційно зв’язуються з
дуплексами ДНК, демонструючи різке зрос�
тання флуоресценції. Ціаніни можуть взаємо�
діяти з ДНК за допомогою кількох механізмів,
і, крім інтеркаляції, можливим є борозенкове
зв’язування мономерів й агрегація, коли барв�
ник утворює агрегати, використовуючи ДНК
як матрицю. Цікаво, що утворені ахіральними
барвниками супрамолекулярні структури де�
монструють хіральні властивості, що базують�
ся на характері правої спіралі ДНК. 

Тип взаємодії ціанінових барвників із ДНК
визначається їх структурними особливостями
[57, 58]. Для опису механізму взаємодії моно�
метинціанінів із ДНК запропоновано кон�
цепцію напівінтеркаляції [59�61]. Згідно з нею,
один із двох гетероциклічних залишків моле�
кули (а саме той, що має нижчі електронодо�
норні властивості, наприклад, бензотіазоль�
ний чи бензоксазольний) інтеркалює між па�
рами основ ДНК, а більш основний гетероцикл
(пірилієвий, піридинієвий) локалізується в бо�
розенці ДНК близько до фосфатного остова.
Утворення сендвіч�подібних агрегатів, що
складаються з вільних та зв’язаних із ДНК мо�
лекул барвників, теж пояснюють, виходячи з
моделі напівінтеркаляції [61]. В монометино�
вих барвниках іншого типу показана інтерка�
ляція лише хінолінової частини молекули [62].

Подібний механізм спостерігається і в дея�
ких інших інтеркаляторів. Так, лише наф�
талінова група азиноміцину взаємодіє з ДНК
шляхом інтеркаляції, інша ж частина молеку�
ли не бере в цьому участі [63]. В мезо�заміще�
них катіонних порфіринах лише половина
порфіринового кільця необхідна для інтерка�
ляції [64]. Як буде описано нижче, в метало�
комплексі рутенію лише феназиновий фраг�
мент інтеркалює.

Монометинові барвники типу тіазолового
оранжевого (ТО, 8a) та оксазолового жовтого
(YO, 8b) широко застосовуються для детекції
НК у гелях. Димери деяких монометинціанінів,
наприклад, тіазолового оранжевого (ТОТО),
утворюють особливо стійкі комплекси з ДНК, в
яких кожен хромофор інтеркалює між двома
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парами основ, а лінкерна група, що зв’язує їх,
знаходиться в малій борозенці дуплекса. Дов�
жина лінкера повинна бути достатньою для
утворення такої структури [65, 66]. Барвники з
довшим поліметиновим ланцюгом (три�, пен�
таметинові) використовуються як флуорес�
центні мітки біополімерів. Серед них відомі
бренди фірми «Molecular Probes» Cy3 і Cy5
[65]. Методи мічення ними біомолекул добре
розроблені, а відповідні реагенти комерційно
доступні. Тут використовують стандартні ме�
тоди одержання модифікованих біополімерів,
описані вище. Мічені Cy3 і Cy5 олігонуклеоти�
ди широко застосовуються як праймери в лан�
цюговій полімеразній реакціі. 

Монометинові ціанінові барвники TO та YO
приєднували до олігонуклеотидів, використо�
вуючи взаємодію СООН та аміногрупи або ж
меркапто� та галоалкільної групи, приєднаних
до компонентів реакції кон’югації [67�70]. Та�
кож, як і у випадку Cy3 та Cy5, можна застосу�
вати ферментативне введення барвника з ви�
користанням ціанін�міченого нуклеозидтри�
фосфату [71]. 

Окремо стоїть цікавий метод уведення мо�
нометинових ціанінових барвників в олігонук�
леотиди (а також білки) з використанням ре�
акції амінів з пірилієвими солями. При взаємо�
дії аміноалкіл�модифікованого олігонуклеоти�
ду з пірилієвим барвником типу Cyan 39 відбу�
вається його ковалентне приєднання з одно�
часною трансформацією низькофлуоресцент�
ного пірилію в піридинієву похідну з високою
флуоресценцією (схема 3). Це один із доволі
рідкісних прикладів приєднання ліганду без
спеціального отримання його активованої
похідної [72, 73]. Після утворення дуплекса з
комплементарним олігонуклеотидом флуорес�
ценція залишку Cyan 40 зростає в 1,9�2,1 ра�
зів, що значно нижче, ніж при взаємодії
вільного барвника (800�кратне зростання [59]).
Аналогічний результат спостерігали при
порівнянні кон’югату ТО (3,5�5�кратне зрос�
тання флуоресценції [74]) та вільного барвника
(ріст на 3 порядки більший [75]). Ймовірно, це
пов’язано з ускладненою через стеричні фак�
тори інтеркаляцією приєднаного ціаніну, тобто
лінкер дає можливість лише зовнішньої
взаємодії катіонної молекули барвника з дуп�
лексом. Це підкреслює необхідність добору оп�

тимальної структури лінкерної групи. YO�мо�
дифіковані олігомери з оптимізованим лінке�
ром демонструють різке зростання флуорес�
ценції після гібридизації з комплементарною
ДНК, тоді коли сам барвник та його кон’югат
практично не флуоресціюють [69].

Ціанінові кон’югати практично не застосову�
ють для стабілізації дуплексів з метою підси�
лення їх біологічної активності. Насамперед їх
використовують як зонди для детекції НК як у
розчині, так і на полімерних носіях. Наприклад,
барвник ТО, уведений в олігонуклеотид через
5'�кінцевий фосфат, здатний до інтеркаляції
при утворенні дуплекса з одноланцюговою
ДНК, приєднаною до поверхні силікатного
полімеру, що можна використати для створен�
ня біосенсорів на НК [68]. Особливо перспектив�
ним є застосування ціанінів у різних варіантах
гомогенної детекції ДНК у розчині (молеку�
лярні бекони, light�up probes тощо) [76�78]. Так,
описано використання YO�модифікованих олі�
гонуклеотидів для моніторингу процесу тран�
скрипції в реальному часі, оскільки флуорес�
ценція реакційної суміші демонструє лінійне,
залежне від часу, зростання, що відповідає на�
копиченню синтезованої РНК [69]. 

Порфірини. Синтетичні катіонні порфіри�
ни, подібно до ціанінів, взаємодіють із ДНК
трьома способами — інтеркаляція, зовнішнє
зв’язування і зв’язування з самоагрегацією
[79, 80]. Вони можуть індукувати фотохімічне
розщеплення ДНК, а їх металокомплекси з пе�
рехідними металами (Mn(III), Fe(III), Cu(II) та
ін.) відомі як хімічні нуклеази, здатні до окис�
лювального розщеплення ДНК [81, 82]. Відомі
сполуки цього класу — мезо�тетра(4�N�ме�
тилпіридил)порфін (TMPyP, 9) та його аналоги
— ефективно зв’язуються з ДНК за рахунок
інтеркаляції (4� і 3�метилпіридинієві похідні) і
неінтеркаляційних механізмів (2�метилпіри�
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динієві похідні та мезо�N�триметиланіліній�
порфіни) [79�82]. Можлива також комбінація
кількох способів взаємодії. Співвідношення
інтеркаляційного та зовнішнього зв’язування
в алкілпіридинійпорфінах залежить від типу
замісників та їх орієнтації [83]. Здатність кон�
кретного порфірину до інтеркаляції визна�
чається розміщенням і типом заряджених
груп, планарністю порфіринового кільця і гео�
метричним розміром молекули [79, 80, 83�85].

Для синтезу кон’югатів TMPyP [86�90] зви�
чайно використовували його аналог, в якому
одна з піридинових груп замінена на фенільну,
що містить карбоксиалкільний лінкер. Такий
синтон можна приєднувати до аміно�мо�
дифікованих олігонуклеотидів. Було синтезо�
вано похідні порфіринів та їх металоком�
плексів як по 5'�кінцю, так і по внутрішніх по�
ложеннях нуклеотидної послідовності через
2'�гідроксил відповідних нуклеотидів [89].
Описано і синтез кон’югатів через Н�фосфонат
порфірину [87]. Кон’югати порфіринів цікаві
не так інтеркаляційними властивостями ліган�
дів, як Red�Ox�активністю комплексів із дея�
кими металами, що дає можливість направле�
ного розщеплення ДНК�мішені в заданому по�
ложенні [81, 82, 86, 89]. 

Інтеркалятори як аглікони в нуклеозидах.
Ряд природних і синтетичних інтеркаляторів є
аналогами нуклеозидів. Кон’югація таких спо�
лук має низку переваг порівняно з іншими ме�
тодами. Так, нуклеозидний аналог можна вве�
сти практично в будь�яке положення оліго�
нуклеотиду, причому для цього не потрібно
змінювати стандартний протокол олігонуклео�
тидного синтезу. Негативний вплив інтеркаля�
тора на специфічність гібридизації тут часто
нижчий, ніж у випадку приєднання через син�
тетичний лінкер. Флуоресценція хромофора в
таких кон’югатах може бути використана, на�
приклад, для контролю за правильністю гібри�
дизації. Розглянемо ряд представників цього
класу сполук.

ААннттррааццииккллііннии..  Антрацикліни, у тому числі
дауноміцин 10a (інша назва даунорубіцин) та
адріаміцин 10b (доксорубіцин), відомі як анти�
ракові препарати. Ці ліганди взаємодіють із
ДНК із константами зв’язування близько 10� 6�
10�7 M [91, 92]. Антрацикліни складаються з
двох основних структурних елементів — аро�

матичного аглікону антрахінонового типу й
аміновуглеводу дауносаміну. Для них харак�
терний цікавий механізм взаємодії з ДНК, в
якому беруть участь обидва фрагменти моле�
кули. Хромофор інтеркалює таким чином, що
його довга вісь практично перпендикулярна до
довгої осі пар основ в області інтеркаляції.
Особливою геометрією комплексу антрацик�
ліни відрізняються від більшості інших інтер�
каляторів, що зв’язуються паралельно парам
основ. Кільце D виступає у велику борозенку, а
кільце А потрапляє в малу борозенку ДНК [91].
Аміноцукор взаємодіє з функціональними гру�
пами малої борозенки, додатково стабілізуючи
комплекс [92]. Флуоресценція хромофора після
інтеркаляції гаситься.

Приєднання дауноміцину до олігонуклео�
тидів значно підвищує ефективність утворен�
ня триплексів [93]. Кон’югати ефективно
зв’язуються з двоспіральною ДНК одночасно
шляхом утворення триплекса, інтеркаляції
хромофора в області стику триплекс�дуплекс і
взаємодії аміноцукру з малою борозенкою. Да�
уноміцин уводили через лінкер, приєднаний
до фенольного атома Кисню кільця D або
аміногрупи вуглевода, хоча остання необхідна
для ефективного зв’язування ліганду з ДНК
[94�96]. Приєднання дауноміцину підвищує
біологічну активність олігомерів, зберігаючи
високу сіквенс�специфічність. Так, його ко�
н’югати, спрямовані проти промотора Р2, кри�
тичного для транскрипції гена c&myc, інгібува�
ли транскрипцію in vitro та знижували ак�
тивність c&myc у ракових клітинах [94].
Кон’югати, направлені проти гена c&myc, інду�
кували апоптоз клітин раку простати, що екс�
пресують цей ген, практично не впливаючи
при цьому на нормальні клітини з низьким
рівнем експресії c&myc. Вільний же дау�
номіцин інгібує як ракові, так і нормальні
клітини, тобто саме стабілізація анти�c&myc
потрійних комплексів ДНК інтеркалятором
лежить в основі антипроліферативної актив�
ності кон’югатів [96]. 

Синтезовано й доксорубіцин�олігонуклео�
тидні кон’югати [97]. Вони значно стабільніші в
клітинному середовищі порівняно з немодифі�
кованими олігомерами, а їх комплекси з ком�
плементарними полінуклеотидами значно
стійкіші. Цікаво, що кон’югати доксорубіцину
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in vitro на порядок знижували рівень стійкості
клітин карциноми людини до медичних препа�
ратів (multidrug resistance). 

ІІммііддааззооффееннааззиинн.. Рибозид імідазофеназину
11 запропоновано в 1991 р. в лабораторії
А.С. Шаламая [98]. Використовуючи імідазо�
феназин�модифікований полімерний носій,
одержують 3'�мічені олігонуклеотиди, а його
Н�фосфонатні похідні дають змогу вводити
цей аналог нуклеозиду в 5'� і внутрішні поло�
ження [99�102]. Залишок інтеркалятора,
приєднаний на 3'�кінці (dT)10, підвищує Тпл

дуплекса з полі(rA) на 10�12 oС, а триплекса з
полі(dA)·полі(dT) — на 13 oС [101, 102]. Флуо�
ресценція хромофора при інтеркаляції в
послідовності G·C двоспіральних НК змен�
шується, при взаємодії ж із дуплексами A·T чи
A·U інтенсивність її зростає, а ефективність
зв’язування ліганду з ними вища [103].  

Олігонуклеотиди, що містять імідазофена�
зин, проявляють високу біологічну активність
[104�106]. 3'�Модифіковані олігомери, компле�
ментарні 3'�ділянці 16S�рибосомальної РНК
молікутів (т. зв. антисигнатурні), в концент�
рації 80 мкМ на 60 % інгібують процес транс�
ляції у молікутів. Однак немодифіковані оліго�
мери лише в незначній мірі поступались
кон’югатам (58 % пригнічення біосинтезу
білка), тобто приєднання інтеркалятора мало
впливає на ефективність трансляції. Цікаво,
що олігомери, які містять два залишки інтер�
калятора 11 на 3'� та 5'�кінці, демонструють
значно нижчу інгібуючу активність (35 %) [105,
106]. Однак процес транскрипції in vitro дуже
активно пригнічується імідазофеназин�мо�
дифікованими олігонуклеотидами (на 75�80 %
в концентрації 100 нМ). При цьому 5'�мо�
дифіковані олігомери активніші, ніж 3'�похід�
ні, проте ще вищу активність демонструють
реагенти, що містять імідазофеназин в сере�
дині послідовності. Немодифіковані реагенти
практично не діють на синтез РНК. Модифіко�
вані олігонуклеотиди впливають на процес
транскрипції двома шляхами: блокують син�
тез РНК за рахунок специфічного зв’язування
з ДНК�мішенню, а також, в незначній мірі, за
рахунок неспецифічної взаємодії з РНК�по�
лімеразою [104, 106]. 

ІІнншшіі  ггллііккооззииддии.. Серед інтеркаляторів, що
входять в нуклеозид як аглікони, можна на�

звати фенантрен, пірен і навіть порфірин [107].
В олігонуклеотиди вводили N�глікозиди таких
лігандів, як піримідинофеноксазин, �фенотіа�
зин, �карбазол, використовуючи Н�фосфо�
натні та фосфітамідітні похідні цих нуклео�
зидних аналогів [108�110]. Олігонуклеотиди,
що містять такі нуклеозиди, демонструють
підвищену афінність до комплементарних ну�
клеїнових кислот, покращений транспорт че�
рез клітинну мембрану й антисенсну ак�
тивність. Нуклеозидні аналоги на основі неазо�
товмісних інтеркаляторів було одержано у
вигляді С�глікозидів [107].

Металоінтеркалятори. Кон’югати оліго�
нуклеотидів з комплексом дипіридофеназино�
рутенію 12 утворюють стабілізовані сіквенс�
специфічні дуплекси та триплекси з ДНК�
мішенями, в яких рутенієвий комплекс стає
високофлуоресцентним. Сам металокомплекс
у водному середовищі не флуоресціює. Ру�
тенієві комплекси приєднували до олігонукле�
отидів як по кінцевих положеннях через
аміно� чи меркаптолінкер [36, 111�113], так і в
середині нуклеотидних послідовностей у ви�
гляді псевдонуклеозидів [36]. 

Стабілізація дуплексів ДНК відбувається
за рахунок інтеркаляції дипіридофеназинової
частини молекули металокомплексу, а фраг�
мент Ru(phen)2 не бере в цьому участі [36]. При
взаємодії кон’югатів з відповідними дуплекс�
ними ДНК утворюються потрійні спіралі, що
мають довший час життя та дисоціюють при
вищих температурах, ніж триплекси, утворені
немодифікованими олігомерами. Інтеркалятор
підвищує температуру переходу триплекс�
дуплекс на 12 oС [113].

Властивості кон’югатів значною мірою за�
лежать від того, який із діастереомерів мета�
локомплексу застосовано. Значно відрізняєть�
ся електрофоретична рухливість дуплексів
[112]. Їх стійкість і стереохімічна доступність
фосфодиефірних зв’язків в області інтеркаля�
ції (у тому числі для нуклеаз) також визнача�
ються хіральністю комплексу рутенію 12 [36].
Кон’югати олігонуклеотидів з такими метало�
комплексами, як і металопорфіринами, засто�
совують для вивчення процесів фотохімічної
модифікації та окислювального розщеплення
нуклеїнових кислот, а також процесу перено�
су заряду в ДНК, коли окисно�відновний
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ініціатор інтеркалює в строго визначеному
місці [111, 114]. 

Стабілізація триплексної ДНК інтеркаля�
торами. Сіквенс�специфічне зв’язування олі�
гонуклеотидів з двоспіральною ДНК з утво�
ренням потрійної спіралі — потужний метод
селективного модулювання експресії генів і
один із потенційних засобів генної терапії [3, 5,
115�117]. Утворення триплексів можливе у ви�
падку, коли в двоспіральній ДНК�мішені при�
сутній гомопурин�гомопіримідиновий тракт.
Лише тоді гарантується достатня специфіч�
ність зв’язування та стабільність потрійного
комплексу. Триплекси утворюються на основі
т. зв. хугстинівських (Hoogsteen) водневих
зв’язків, які, на відміну від класичного уотсон�
криківського спарювання, об’єднують три ге�
тероциклічні основи НК. Олігонуклеотиди ут�
ворюють хугстинівські зв’язки з поліпурино�
вими ланцюгами дуплексної ДНК, причому
поліпуринові олігомери зв’язуються антипа�
ралельно, а поліпіримідинові паралельно до
поліпуринового ланцюга ДНК�мішені. В обох
випадках в утвореному комплексі триплекс�
формуючий олігонуклеотид (ТФО) локалізу�
ється у великій борозенці подвійної спіралі.
Утворення триплексів дає можливість інгібу�
вати транскрипцію та реплікацію ДНК (анти�
генні олігонуклеотиди), спрямовано розщеп�
лювати її, вводити сайт�специфічні мутації та
ін. Час перебування ТФО в комплексі з дуп�
лексною мішенню є ключовим фактором, що
визначає рівень і тривалість біологічного
ефекту. Хімічна модифікація ТФО інтеркаля�
торами — один із основних способів підвищити
стабільність триплексів та біологічну ак�
тивність олігомерів. 

Розглянуті вище дуплекс�специфічні ліган�
ди часто здатні зв’язуватись із триспіральною
ДНК. Наприклад, залишки акридину, приєд�
нані до 3'� чи 5'�кінця олігонуклеотидів, інтер�
калюють на стику триплекс�дуплекс, значно
стабілізуючи потрійну спіраль [26, 30]. Однак
існує окремий клас інтеркаляторів, що спе�
цифічно взаємодіють саме з триплексною
ДНК. Одержано олігонуклеотидні кон’югати з
такими сполуками, серед них оксазолопіридо�
карбазол, бензопіридохіноксалін, бензоіндо�
лохінолін та ін., в яких приєднані ліганди
ефективно стабілізують утворені триплекси з

двоспіральними мішенями ДНК [3, 8, 20, 118,
119]. Особлива геометрія взаємодії гетеро�
циклічних основ у триплексах висуває особ�
ливі вимоги до структури лігандів, специфіч�
них до тримерних ДНК. Це, як правило, тетра�
чи пентациклічні молекули, причому звичайно
не лінійні, а «загнуті» таким чином, щоб їх p�
системи ефективно перекривались із p�систе�
мами хугстинівських комплексів, утворених
трьома нуклеотидними основами, що лежать в
основі триспіральної ДНК. На жаль, обмеже�
ний розмір огляду не дає нам змоги детально
зупинитись на цьому питанні. Відсилаємо чи�
тача до недавніх оглядів та книг, присвячених
цій проблемі [118�121].

Біологічна активність кон’югатів і факто�
ри, що впливають на неї. Біологічна ак�
тивність олігонуклеотидів базується на їх
здатності специфічно та з високою афінністю
зв’язуватись із нуклеїновими кислотами і та�
ким чином регулювати процеси нуклеїнового
обміну — реплікацію, транскрипцію, транс�
ляцію тощо. Ефективність олігонуклеотидів
багато в чому визначається стабільністю ком�
плексів, утворених із НК�мішенями. Приєд�
нання інтеркаляторів до олігомерів підвищує
стійкість їх дуплексів і триплексів із компле�
ментарними НК, у результаті чого зростає
ефективність взаємодії з мішенню, що особли�
во важливо для інгібування генів. 

Крім типу інтеркалятора, надзвичайно ве�
ликий вплив на стабільність дуплексів має
довжина та структура лінкера, що з’єднує олі�
гонуклеотид із лігандом, який повинен взаємо�
діяти зі спіраллю [1, 15�17, 19, 29, 42]. Лінкер
повинен забезпечити просторовий доступ лі�
ганду до місця його взаємодії з НК та опти�
мальне положення інтеркалятора для p�p�
взаємодії з сусідніми парами основ без пору�
шення їх водневих зв’язків. Невеликі зміни
довжини лінкера можуть впливати на ефек�
тивність комплексоутворення. Конструкція
лінкерної групи є ключовим фактором дося�
гнення високої біологічної активності кон’юго�
ваних чи імобілізованих на полімерних носіях
біомолекул, тобто в тих випадках, коли їх рух�
ливість чи доступність обмежені. Як правило,
збільшення довжини лінкера в певних межах
дещо підвищує стабільність комплементарних
комплексів [15, 16], хоча в інших випадках йо�
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го подовження може привести і до зниження
Тпл [19]. Довжина лінкера прямо зв’язана з
розміром молекули інтеркалятора [42]. В се�
редньому, найкращі результати демонстру�
ють 5�6�членні спейсери [2, 15, 16]. Безумовно,
відіграє роль не лише довжина, а й структура
лінкерної групи, її гнучкість, гідрофобність та
інші параметри.

Значний вплив на стабільність комплексів
НК справляє і місце приєднання інтеркалятора
(гідроксильні групи, кінцеві та міжнуклеотидні
фосфати, нуклеозидні основи олігомеру та ін.)
[1, 16, 20, 42]. Інтеркалятори здатні як стабілізу�
вати комплекс, так і в деяких випадках дес�
табілізувати його. Наприклад, при модифікації
міжнуклеотидної фосфатної групи на Тпл ком�
плексів впливають електронна природа та за�
ряд замісника і стереохімічні фактори, що в
сумі може привести до місцевого порушення
гібридизації та дестабілізації комплексів [1].
Такі ефекти можливі для будь�яких мо�
дифікацій міжнуклеотидних фосфатів, навіть
при заміні природних фосфодиефірних груп на
близькі за розміром, проте нейтральні метил�
фосфонатні. Інтеркалятори як достатньо великі
молекули здійснюють значний стеричний
вплив. Зрозуміло, що серйозно порушує гібри�
дизацію приєднання інтеркаляторів чи інших
молекул до внутрішніх гетероциклічних основ
олігомерів. Дестабілізуючий вплив ліганду мо�
же компенсуватися стабілізуючим ефектом за
рахунок інтеркаляції. Можливе і підвищення
стійкості комплексу лігандом поза власне
інтеркаляцією. Наприклад, за рахунок ней�
тралізації заряду фосфатної групи зменшу�
ється електростатичне відштовхування лан�
цюгів НК, що стабілізує дуплекс [1]. Цей ефект
максимальний при низькій йонній силі розчину,
де екранування зарядів найменше. Як правило,
стеричний вплив лігандів дестабілізує ком�
плекси НК, як і їх електронні ефекти, що, на�
приклад, можуть приводити до порушення
гідратації НК [122]. З іншого боку, борозенки
гібрида утворюють більш гідрофобне оточення,
вигідне для гідрофобних замісників, що сприяє
гібридизації. В літературі є дані про посилення
гібридизації в результаті зростання ліпофіль�
ності модифікуючих груп [123]. 

У цілому, сумарна Тпл комплексу визна�
чається як результат дії ряду факторів.

Відносний вплив різних факторів залежить як
від зовнішніх умов, таких як концентрація со�
лей, так і від внутрішніх параметрів, серед
яких довжина олігонуклеотиду, ступінь його
модифікації, положення модифікацій в оліго�
мері, послідовності основ навколо місця мо�
дифікації [1, 2, 122]. Таким чином, наслідки
включення в олігонуклеотид конкретної ре�
портерної групи в різних випадках будуть
різними, і багатофакторність ситуації усклад�
нює передбачення впливу приєднання ліганду
на гібридизацію. Модифікація кінцевих поло�
жень олігонуклеотиду в меншій мірі, порівняно
з внутрішніми модифікаціями, впливає на
утворення комплементарних комплексів НК,
оскільки відбувається на їх периферії. Справді,
неоднократно було показано, що інтеркалятор
на кінці олігонуклеотиду, особливо на 3'�кінці, є
більш ефективним, ніж приєднаний усередині
послідовності. Цікаво, що введення другої
інтеркалюючої групи часто вже не дає додат�
кових переваг [16, 104�106, 124]. 

За деякими винятками [18], в кон’югатах
зберігається висока специфічність зв’язуван�
ня з мішенями. Специфічний компонент
кон’югату, а саме олігонуклеотидна послідов�
ність, відіграє головну роль в утворенні ком�
плексу, інтеркаляційна ж група впливає на
його стабільність. Зв’язування інтеркаляторів
звичайно відбувається за рахунок включення
між парами основ утвореного комплементар�
ного комплексу, хоча воно може проходити і на
його периферії, в т. ч. шляхом йонної взаємодії
катіонного ліганду з фосфат�аніонами. За ра�
хунок стабілізаційного впливу ліганду для
ефективної гібридизації вдається використо�
вувати коротші ніж звичайно олігонуклеоти�
ди. Цікаво, що часто спостерігається різниця в
енергії зв’язування кон’югатів із ДНК та РНК.
Так, акридин�модифіковані олігомери значно
сильніше зв’язуються з РНК, ніж із дезокси�
рибо�послідовностями [27]. Навпаки, піренові
похідні дають стійкіші комплекси з полідезок�
синуклеотидами [53�55], як і антраценові
кон’югати [40�42].

Крім покращення зв’язування з НК�міше�
нями, ковалентне приєднання інтеркаляторів
до олігонуклеотидів має і ряд додаткових пе�
реваг. Модифіковані олігонуклеотиди часто
мають підвищену стійкість до дії клітинних
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нуклеаз [1, 2, 27]. Приєднання об’ємних груп до
3'� та 5'�кінцевих положень олігонуклеотиду
ускладнює атаку відповідних екзонуклеаз, що
важливо для терапевтичного використання
олігонуклеотидних препаратів [18, 28, 125].
Уведення в олігонуклеотиди ліпофільних мо�
лекул, у т. ч. інтеркаляторів, як правило,
підвищує здатність полярних олігомерів про�
никати в клітину [1, 2, 28, 110, 125, 126]. При
цьому флуоресценція інтеркаляторів може за�
безпечити простий метод вивчення клітинного
транспорту кон’югатів [1].

У цілому, ключовими факторами, що обу�
мовлюють використання синтетичних оліго�
нуклеотидів як антисенсних та антигенних ре�
агентів, є здатність до проникнення в клітину,
стійкість до нуклеаз і стабільність гібридів,
утворених із НК�мішенями [1�3, 22, 23]. Для
покращення цих характеристик добирають
відповідні хімічні модифікації. Ковалентне ж
приєднання інтеркаляторів може мати пози�
тивний ефект на всі ці параметри. В літературі
описано велику кількість прикладів застосу�
вання таких кон’югатів як високоспецифічних
біологічно активних препаратів [18, 30, 94, 96,
97, 104�106, 110, 127�129]. Однак слід мати на
увазі, що при хімічній модифікації завжди
існує небезпека внесення небажаної біологіч�
ної активності і навіть токсичності. Так, тіофо�
сфатні аналоги олігонуклеотидів виявились

недостатньо специфічними і досить добре
зв’язуються з деякими білками та можуть
інгібувати певні ферменти, наприклад, ДНК�
полімерази [1, 129]. Спостерігався і неспе�
цифічний вплив деяких кон’югатів на тран�
скрипцію в результаті їх зв’язування з РНК�
полімеразою [26, 104, 106].

Висновки. Олігонуклеотидні кон’югати
інтеркаляторів, що останнім часом отримали
комерційну назву INATM (Intercalating Nucleic
Acids [42, 53, 54]), демонструють підвищену
афінність до комплементарних нуклеїнових
кислот. Інтеркаляція є оборотним процесом,
при якому в тій чи іншій мірі порушується
структура нуклеїнового комплексу, однак, на
відміну від молекул, здатних до хімічної чи
фотохімічної модифікації НК, інтеркалятори
не викликають хімічних змін в останніх.
Стабілізуючий ефект інтеркалятора залежить
від ряду факторів, основними з яких є тип хро�
мофора, структура та довжина лінкера між
лігандом та олігонуклеотидом і місце приєд�
нання ліганду. Олігонуклеотиди, модифіковані
інтеркаляторами, мають цінні біологічні влас�
тивості. Вони знаходять застосування як у мо�
лекулярно�біологічних дослідженнях, так і в
медицині, і на їх основі можуть бути створені
терапевтичні препарати нового покоління. 
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Abstract. Modification of oligonucleotides with intercalating agents improves their binding affinity to target nucle�
ic acids while maintaining high sequence specificity that allows an efficient regulation of gene expression by blocking
the replication, transcription or translation process. Intercalators are planar polyaromatic compounds that interact
with DNA double and triple helix. They bind by insertion between adjacent base pairs and stabilize complementary
complexes of nucleic acids. These conjugates have been extensively studied in vitro and in vivo as a tool to investigate
the biological processes and as potential anticancer and antiviral therapeutic agents. In this review, the various
approaches to the synthesis of modified oligonucleotides are summarized, and their conjugates with major intercalat�
ing agents are described. Factors influencing the hybridization efficiency and biologic activity of conjugates are dis�
cussed.
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