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14^7^ 
ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы. Фотореакционноспособные производные олигонук-
леотидов являются перспективными реагентами для направленной химической мо­
дификации определенных последовательностей нуклеиновых кислот и инструмен­
тами для исследования структуры и функции биополимеров. 

Бинарные системы олигонуклеотидных конъюгатов позволяют осущест­
вить фотомодификацию ДНК с повышенной эффективностью (Vlassov et al., 1996; 
Dobrikov et al., 1997). Принцип подхода заключается в том, что используются два 
олигонуклеотида, комплементарные соседним участкам ДНК- или РНК-мишени, к 
одному из которых присоединен сенсибилизатор, к другому - фотореагент. При 
комплементарном связывании таких пар олигонуклеотидных конъюгатов с нуклеи­
новой кислотой сенсибилизатор и фотореагент сближаются, в результате чего фор­
мируется фотореакцийнноспособный центр. Облучение образовавшегося комплек­
са длинноволновым светом вызывает возбуждение сенсибилизатора с последую­
щей активацией фотореагента за C4ef бё'зызлучательного переноса энергии и фото­
модификацию биополимера. 

Фотомодификация нуклеиновых кислот и белков, взаимодействующих с 
РНК и ДНК, бинарными системами олигонуклеотидных конъюгатов может быть 
использована как инструмент в исследовательских, диагностических и терапевти­
ческих целях. В условиях in vivo исключительно важно, чтобы фотомодификация 
инициировалась видимым или ИК-светом, более глубоко проникающим в клетки и 
не вызывающим, в отличие от коротковолнового УФ, нежелательных побочных 
эффектов облучения. Поэтому применение бинарных систем олигонуклеотидных 
конъюгатов активизируемых длинноволновым светом особенно перспективно для 
использования in vivo. 
Целью настоящей работы являлась разработка нового подхода для направленного 
воздействия на нуклеиновые кислоты. В соответствии с этим были поставлены за­
дачи: 

Разработка новых, активируемых видимым светом, бинарных систем про­
изводных олигонуклеотидов для фотосенсибилизированной модификации биопо­
лимеров. 

Изучение влияния химической структуры сенсибилизатора и влияния по­
следовательности целевой нуклеиновой кислоты на эффективность фотомодифика­
ции ДНК-мишени. 

Использование бинарных систем конъюгатов олигонуклеотидов для иссле­
дования процессов взаимодействия нуклеиновых кислот с клеточными белками in 
vivo. 
Научная новизна и пра1сгическая ценность. Разработаны и охарактеризованы 
новые бинарные системы производных олигонуклеотидов на основе сенсибилиза­
торов - 3-периленметиламина и 3-аминопропионилгидразон 9-антраценаля, обес-

1 :':,с ПАЩЮНАЛЬИАя] 
1 БИБЛИОТЕКА 1 

I С. Петербург /^лл \ 



печивающих в сочетании с фотореагентом (К-(п-азидотетрафторбензаль)-гидразон-
N'-пропиониламином) инертность компонентов при облучении видимым светом 
(более 460 нм) в отсутствие целевого биополимера, но участвующих в формирова­
нии активного фотореакционного центра при образовании комплементарного ком­
плекса фотореагент - нуклеиновая кислота - сенсибилизатор. Это позволило осу­
ществить высокоселективную сайт-специфическую модификацию ДНК-мишени. 
Экспериментально.показано, что использование 9-хлор-10-аминометилантрацена в 
качестве сенсибилизатора позволяет достичь 100% модификации' ДНК-мишени, 
содержащей в сайте модификации последовательность (pG)4. " ' 

Показано, что в отличие от ранее использованных сенсибилизаторов, нерасхо-
дуемых в ходе реакции фотомодификации целевой нуклеиновой кислоты, сенсиби­
лизированная 3-аминометилпериленом фотомодификация сопровождается ипакти-
вацией сенсибилизатора. Полученные данные позврляют сделать предположение, 
что наиболее вероятной причиной инактивации • сенсибилизатора является фото­
окисление периленового остатка вследствие фотоиндуцированного переноса элек­
трона с азидофуппы реагента на электронно-возбужденный сенсибилизатор. 

На основе полученных в ходе исследования данных была разработана новая 
высокоэффективная система для сенсибилизированной фотомодификации биопо­
лимеров бинарными сиртемами производных олигонуклеотидов. С использованием 
этой бинарной системы олигонуклеотидных конъюгатов было исследовано взаимо­
действие поверхностных белков эукариотических клеток с экстраклеточными нук­
леиновыми кислотами. В условиях in vivo продемонстрировано, что белки, связы-
ваюдцие олигонуклеотиды, участвуют и в связывании двуцепочечной ДНК. 
Публикации и апробация работы. По результатам работы опубликовано 7 статей. 
Результаты работы были представлены на 2 международных конференциях. 
Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 104 страницах, со­
держит 21 рисунок и 2 таблицы, состоит из введения, обзора литературы, материа­
лов и методов исследования, результатов и обсуждения, выводов и списка литера­
туры, содержащего 195 источников. 

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 
1. Влияние нуклеотидной последовательности ДНК-мишени на эффек­

тивность сенсибилизированной фотомодификации 

Для достижения значимых биологических эффектов при воздействии на ДНК 
in vivo необходимо, чтобы эффективность модификации бьша высокой. При фото­
модификации ДНК олигонуклеотидными реагентами эффективность реакции зави­
сит Ьт реакционной способности реагента по отношению к нуклеотидам целевой 
последовательности ДНК-мишени и от геометрических параметров комплекса. Ра­
нее было показано, что эффективность прямой фотомодификации ДНК-мишени за 



висит от ее последовательности в сайте модификации (предельная степень моди­
фикации растет в ряду Т < С, А < G и составляет 40%, 45%, 45% и 65% соответст­
венно (Levina et al., 1996)). 

Поэтому для разработки подходов, направленных на увеличение эффективно­
сти сенсибилизированной фотомодификации ДНК бинарными системами олиго-
нуклеотидных конъюгатов нами была исследована зависимость выхода продуктов 
модификации от состава нуклеотидной последовательности ДНК-мишеней в пред­
полагаемом сайте модификации. 

1.1. Сенсибилизированная фотомодификация ДНК-мишеней Ml и М2 

СХЕМА! 

5'*pATCTTTAACTG-ATGAACTTCT 
3' AGAAATTGAC TACTTGAAGA 

Р Р 

0L1-S (t<ki 0L2-R 

5'*pATCTTTAACTG-gTGAACTTCT 
3' AGAAATTGAC CACTTGAAGA 

P 

M1 

M2 

0L1-S 0L3-R 

Выбор ДНК-мишеней Ml 
(нуклеотидная последовательность 
которой аналогична последова­
тельности регуляторного участка 
от -96 до -76 гена CYP102, коди­
рующего цитохром Р450) и М2, 
различающихся одним остатком -
А'^ И G'^, был основан на предпо­
ложении, что присутствие гуано-
зина в области формирования фо­
тореакционного центра должно 
приводить к повышению эффек­
тивности модификации ДНК-
мишени. Структура ДНК-мишеней 
и олигонуклеотидных конъюгатов: 
сенсибилизатора OLl-BzA (несу­
щего остаток N-(5-фтор-12-

метилбензо[а]антрацен-7-
илацетил)этилендиамина), реаген­

тов OL2-R и OL3-R (несущих остаток Ы-(4-азидотетрафторбензилиден)-Ы'-(3-
аминопропил)гидразина) приведены на схеме 1. Использование OLl-BzA в качест­
ве сенсибилизатора было обусловлено тем, что закономерности сенсибилизирован­
ной модификации ДНК-мишени Ml, в сочетании с используемым фотореагентом 
были подробно исследованы ранее (Vlassov et al., 1996; Dobrikov et al., 1997). 

В результате обработки модифицированных мишеней пиперидином была оп­
ределена позиционная направленность реакции фотомодификации в комплемен­
тарных (Ml + OL2-R); (Ml + OLl-BzA + OL2-R); (М2 + OL3-R); (М2 + OLl-BzA 
+ OL3-R) и неполностью комплементарных (Ml + OL3-R); (Ml + OLl-BzA + 
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OL3-R); (М2 + OL2-R); (М2 + OLl-BzA + OL2-R) комплексах (рис. 1). Деграда­
ции облученных в отсутствие фотореагентов мишеней Ml (дор, 7) и М2 (дор. 11) 
не наблюдается. Прямая и сенсибилизированная фотомодификации мишеней Ml и 
М2 в комплементарных комплексах (панель А) протекают по остатку G" (дор. 1, 2) 
и по остаткам G", G'^ (дор. 5, б, соответственно). Фотомодификация мишеней Ml 
и М2 в неполностью комплементарных комплексах (панель Б) протекает менее 
специфично. Основное расщепление ДНК Ml наблюдается по остаткам G" и Т'^, 
незначительное расщепление происходит по остаткам Т'" и А'^ (дор. 8, 9). Обра­
ботка пиперидином фотомодифицированной мишени М2 приводит к преимущест­
венному расщеплению по остаткам G " , G'^ И В меньшей степени по остатку Т" 
(дор. 12, 13). 

^У чИр 
j k ШЛИШВ- шцк •*—^(^) 

шш 

тштшштшщ^ 
^^ 

41» ^ +-^(0)" 
''ЧИ^ чт -^—G" 

Ш 

Рис. 1. Радиоавтограф геля, полученный после пиперидинового расщепления (1М пипе­
ридин, 95 °С, 30 мин) продуктов фотомодификации 5'-['̂ Р]-меченых ДНК-мишеней Ml и 
М2 в комплементарных (А) и неполностью комплементарных (Б) комплексах, облученных в 
течение 300 мин светом (365-580 нм): Ml + OL2-R - /; Ml + OLl-BzA + OL2-R -2; М2 + 
OL3-R - 5; М2 + OLl-BzA + OL3-R - (5; Ml - 7; Ml + OL3-R - S; Ml + OLl-BzA + OL3-R -
P; M2 - //; M2 + OL2-R - 12; M2 + OLl-BzA + OL2-R - 13; A+G-расщепление ДНК-
мишеней Ml - 3, 10 Yi M2 - 4, 14 Продукты фотомодификации ДНК-мишени анализировали 
электрофорезом в 13% денатурирующем ПААГ 

Была изучена фотомодификация мишени М2 комплементарным ей олигонук-
леотидным реагентом OL3-R. Полученные данные были сопоставлены с данными 
по модификации неполностью комплементарным реагентом OL2-R (рис. 2). Было 
найдено, что при фотомодификации мишени М2 в комплементарных комплексах 
(М2 + OL3-R) и (М2 + OLl-BzA + OL3-R) начальная скорость и предельная сте­
пень модификации (кривые 3, 4) выше, чем в неполностью комплементарных ком­
плексах (М2 + OL2-R) и (М2 + OLl-BzA + OL3-R) (кривые /, 2, соответственно). 



Сравнение количественных параметров фотомодификации двух мишеней оли-
гонуклеотидными реагентами в полностью комплементарных комплексах (Ml + 
OL2-R); (Ml + OLl-BzA + OL2-R); (М2 + OL3-R) и (М2 + OLl-BzA + OL3-R) 
показывает, что предельная степень сенсибилизированной (рис. 2, кр. 4) и особенно 
прямой (рис. 2, кр. 3) фотомодификации мишени М2 (75% и 72%) больше, чем ми­
шени Ml (68% и 41%, рис. 1, дор. 7, 12, соответственно). Эффективность фотомо­
дификации возрастает в том случае, когда в предполагаемом месте модификации 
ДНК-мишени находятся два остатка G. 

Полученные результаты, свидетельствуют о том, что выбор мишени с двумя 
остатками гуанозина в предполагаемом сайте модификации приводит к повыше­
нию эффективности модификации. 

Рис. 2. Зависимость выхода ковалентных 
адг5уктов при фотомодификации мишени М2 
олигонуклеотидными реагентами 0L2-R 
(кривые I и 2)и OL3-R (кривые 3 и4)ат време­
ни (полулогарифмические координаты). Прямая 
фотомодификация: кривые / и 3; фотомодифи­
кация, сенсибилизированная конъюгатом OL1-
BzA: кривые 2 и 4. Концентрации компонентов: 
[М2] = 0.1 мкМ, [OLl-BzA] = [0L2-R] = [OL3-
R] =50 мкМ. Облучение видимым светом 400-
440 им. Продукты фотомодификации ДНК-
мишени анализировали электрофорезом в 13% 
денапурирующем ПААГ, степень модификации 
определяли денситомегрией радиоавтофафа 

(соответствующий радиоавтограф не представлен). 
Время облучении, мин 

1.2. Сенсибилизированная фотомодификация ДНК-мишени МЗ 

При фотомодификации одноцепочечной ДНК-мишени МЗ бинарной системой 
олигонуклеотидных реагентов было проверено предположение о том, что даль­
нейшее увеличение числа гуанозиновых остатков должно существенно повысить 
степень модификации. В качестве ДНК-мишени МЗ был использован 25-звенный 
олигодезоксирибонуклеотид, соответствующий фрагменту последовательности 
мРНК человеческого гена множественной лекарственной устойчивости и несущий 
в предполагаемом месте модификации тетрануклеотидную (pG)4-
последовательность. Фотомодификацию проводили с помощью гептануклеотидных 



конъюгатов OL4-A1 и OL5-R, несущих остатки антрацен-9-ил-метиламина и пер-
фторарилазида R, соответственно. 
СХЕМА 2 Было предложено использовать 
•pATGGATTCTTGAAGG-GGACCGCATT МЗ сенсибилиззтор на основе антрацена, 

ААСттсс CCTGGCG ПОСКОЛЬКУ энсргия сго первого возбуж-
Р Р денного состояния (£, = 73 ккал/моль) 

OL4-A1 [ s ) r R l OL5-R сопоставима с энергией возбуждения 
/ - \ .^-ч^'-ч!^ ранее использованного сенсибилизатора 
С^у ~ ч Д у Х ^ Ы-(5-фтор-12-метилбензо[а]антрацен-7-

\н. илацетил)этилендиамина (Е^ = 72 
(R] = N5—^̂ -CH=NNHC(cH2)2NH- ккол/моль). Спектр поглощения антра-

о цена сдвинут в длинноволновую об­
ласть на 10 нм (А,„акс 377 и 367 нм, соот­
ветственно) по сравнению со спектром 

поглощения бензантрацена, что позволяет инициировать сенсибилизированную 
фотомодификацию ДНК светом с большей длинной волны. 

Облучение видимым светом комплекса МЗ + OL4-A1 + OL5-R приводило к 
образованию ковалентных аддуктов (рис. 3). Начальная скорость сенсибилизиро­
ванной фотомодификации (основано на анализе денситограммы, полученной после 
обработки приведенного радиоавтографа (данные не представлены)) была пример­
но в 50 раз выше, чем прямой. Предельный выход ковалентных аддуктов фотомо­
дификации был высоким: в дуплексе МЗ + OL5-R он достигал 82-85% за 200 мин 
облучения (дор. 7), а в комплексе МЗ + OL4-A1 + OL5-R - 98-99% за 10 мин облу­
чения (дор. 11-13). 

10 II 12 13 

Ш^ тШФФт*^т^ 

Рис. 3. Радиоавтограф геля, полученный после электрофорегического разделения 
продуктов прямой {2-7) и сенсибилизированной (8-13) фотомодификаций 5'-[ Р]-меченой 
мишени МЗ при облучении светом диапазона 380-580 нм. Концентрации [МЗ] -1 мкМ, 
[OL4-A1] и [OL5-R] - 50 мкМ, Т = 21 "С. Время облучения, мин: дор. 2, S - 0.1; дор. 3, 9 - 0.5; 
дор. 4, 10 - 2; дор. 5, 11- 10; дор. 6, 16 - 50; дор. 1 (мишень МЗ, облучение в отсутствии 
OL4-A1 и OL5-R), 7, 13- 200. Продукты фотомодификации ДНК-мишени анализировали 
электрофорезом в 13% денатурирующем ПААГ. ' ' 



Данные, полученные в результате расщепления модифицированных мишеней 
пиперидином (табл. 1), показывают, что основной точкой прямой фотомодифика­
ции в дуплексе 1VI3 + OL5-R является остаток G'^, находящийся в одноцепочечной 
части комплекса. Следует отметить, что в обоих комплексах расщепление преиму­
щественно происходит по остаткам G'^ и G'* И в меньшей степени по остаткам G''' 
иС" . 

Таблица 1. Позиционная направленность прямой и сенсибилизированной фотомо­
дификаций ДНК-мишени МЗ после 200 мин облучения светом (365-580 им) и об­

работки пиперидином. 

Комплексы 

Степень модификации после обработки 
пиперидином,% 
Нерасщепившиеся аддукты, % 
Продукты расщепления пипери­
дином по основаниям нуклеоти-
дов: 

G" 
(jlS 

G" 
G" 

МЗ + OL5-R 

76 

25 
3 
10 
36 
2 

МЗ + OL4-A1 
+ OL5-R 

92 

42 
6 

20 
20 
4 

Из данных, полученных при фотомодификации трёх ДНК-мишеней, следует, 
что предельные степени прямой фотомодификации мишеней (Ml - 41%, М2 - 72% 
и МЗ -85%) возрастают при увеличении количества остатков G в сайте модифика­
ции. Предельные степени сенсибилизированной фотомодификации ДНК-мишеней -
(68%, 75% и 99%, соответственно) - также возрастают при увеличении количества 
остатков G в сайте модификации. Во всех случаях степень сенсибилизированной 
фотомодификации выше, чем прямой. 

Таким образом, высокая эффективность сенсибилизированной фотомодифика­
ции ДНК-мишени МЗ определяется наличием четырех остатков гуанозина в сайте 
модификации, G-специфичностью фотореагента и тем, что каждая молекула сенси­
билизатора способна инициировать модификацию до 10 молекул мишени (данные 
не приведены). Предлагаемая конструкция фотореакционноспособного центра мо­
жет способствовать дополнительному увеличению специфичности сенсибилизиро­
ванной фотомодификации за счет того, что любая замена остатков гуанозина в ми­
шени МЗ будет приводить не только к снижению стабильности неполностью ком­
плементарного комплекса, но и к снижению выхода модификации такой ДНК-
мишсни вследствие более низкой эффективности реакции перфторароматических 
азидов по другим нуклеотидным остаткам. 



2. Влияние строения сенсибилизатора на скорость и эффективность сенсиби­
лизированной фотомодификации ДНК 

Ключевым моментом при разработке бинарных систем, активируемых види­
мым светом, является поиск химических соединений, способных выступить в каче­
стве сенсибилизатора в данных условиях. Для реализации рациональных подходов 
к поиску таких соединений необходимо исследовать как химическое строение и 
спектрально-люминесцентные свойства сенсибилизатора влияют на скорость, эф­
фективность и спектральную зависимость сенсибилизированной фотомодификации 
нуклеиновых кислот. 

Далее представлены результаты исследования влияния различных заместите­
лей в антраценовом остатке сенсибилизатора на скорость и эффективность сенси­
билизированной фотомодификации ДНК-мишени с помощью бинарной системы 
олигонуклеотидных производных. 

2.1. Влияние заместителей в антраценовом остатке 
Было изучено влияние введения в 9 и(или) 10 положение антраценового 

ядра различных заместителей (аминометильной или аминопропионилгидразоновой 
групп; атома С1) на эффективность сенсибилизированной фотомодификации. 

В качестве мишени был использован синтетический 25-звенный дезокси-
рибоолигонуклеотид МЗ. Строение сенсибилизаторов представлено на схеме 3 
(строение мишени МЗ, олигонуклеотидов OL4 и OL5 и фотореагента идентично 
структурам, представленным на схеме 2). 

СХЕМА 3 

© 
конъюгат 
OL4-A1 
OL4-A2 
OL4-A3 
OL4-A4 

X 
Н-
С1-
н-
С1-

Y 
-CH2-NH-
-CHrNH-

-CH=NNHCO(CH2)2NH-
-CH=NNHCO(CH2)2NH-

""микс 

388 
403 
392 
404 

Введение аминометильной группы в антраценовое ядро вызывает длинно­
волновый сдвиг максимума поглощения на 7 им (А1), введение 3-
аминопропионилгидразоновой группы - длинноволновый сдвиг максимума погло­
щения на 10 им (A3). Хлорирование антрацена приводит к батохромному сдвигу на 
8-11 им (А2 и А4). Наличие атома хлора и аминометильной группы приводит к 
увеличению интенсивности флуоресценции (А2), в то время как наличие гидразоно 
группы на два порядка снижает ее интенсивность (A3 и А4). Стоксов сдвиг (разни-



ца между максимумом флуоресценции и максимумом поглощения) для аминоме-
тильных производных составляет 31-33 нм и для гидразонопроизводных - 77-78 нм. 
Эти данные свидетельствуют о том, что для аминометильных производных А1, А2 
безызлучательные потери энергии в фотовозбужденном состоянии меньше, чем для 
гидразонопроизводных A3, А4. 

Методом гашения флуоресценции антрацена и его производных А1-А4 
перфторарилазидом RH (схема 3) были оценены значения эффективных констант 
переноса энергии (Кэфф). Полученные значения представлены в таблице 2. Видно, 
что значение констант падает при увеличении длины волны максимума флуорес­
ценции (Xfl). 

С целью оценки влияния заместителей в 9 и 10 положении остатка антра­
цена (схема 3: X и Y) на эффективность переноса энергии было изучено накопле­
ние ковалентных аддуктов в ходе сенсибилизированной и прямой фотомодифика­
ций (рис 4). Присоединение производных антрацена (А1-А4) к олигонуклеотиду 
OL4 приводило к батохромному смещению максимума поглощения сенсибилиза­
тора на 7-10 нм (схема 3). Поэтому облучение проводилось в том диапазоне длин 
волн (380-420 нм), в котором располагаются максимумы поглощения олигонуклео-
тидных конъюгатов OL4-A1 - OL4-A4. 

; 2 3 4 S 6 7 S 9 10 и 12 13 14 15 16 П 

МЗ MJ+OL5 R+OL4-AI M3+OLS-R+OL4-A2 M3+OL5-R+OL4-A3 M3+OL5-R+OL4-A4 

Рис. 4. Радиоавтограф геля, полученный после электрофоретического разделения про­
дуктов сенсибилизированной (2-17) фотомодификации 5'-[Р'̂ ]-меченой мишени МЗ при об­
лучении светом (380-420 нм). Концентрации: МЗ - 1 мкМ, фоторезге.чт OL5-R к сенсибили­
заторы OL4-A1 - OL4-A4 - 50 мкМ; Т = 25 °С. Комплексы /- МЗ; 2-5 - МЗ + OL5-R + 0L4-
А1; 6-9 - МЗ + OL5-R -I- OL4-A2; 10-13 - МЗ н- OL5-R + OL4-A3; 14-17- МЗ + OL5-R + 
OL4-A4. Время облучения, мин: дор. 2, 6, 10, 14- 0.2,; дор. 3, 7, И, 15- 2; дор. 4, 8, 12, 16 -
20; дор. /, 5, 9, 13, 17 - 200. Продукгы фотомодификации ДНК-мишени анапизировали элек­
трофорезом в 13% денатурирующем ПААГ. 

Можно констатировать, что предельная степень сенсибилизированной фото­
модификации увеличивается в ряду сенсибилизаторов OL4-A4 < OL4-A3 < OL4-
А1 < OL4-A2, достигая для последних двух 98-99% (рис. 4, дор. 6, 9). Возможно 
низкая эффективность сенсибилизации фотомодификации конъюгата OL4-A4 обу-



словлена тем, что энергия возбужденного состояния этого соединения недостаточ­
на для активации азидогруппы. 

Следовательно, с учетом начальной скорости (определенной после денсито-
метрической обработки представленного на рис. 4 радиоавтофафа) и предельной 
степени фотомодификации при облучении в максимуме поглощения, наиболее пер­
спективным сенсибилизатором является конъюгат 9-хлорантраценил-10-
метиламина OL4-A2. 

Несколько иная картина наблюдается при облучении видимым светом в диапа­
зоне длин волн 420-580 им (рис. 5), где небольшое поглощение наблюдается только 
для олигонуклеотидных производных 9-антраценальгидразона OL4-A3 и OL4-A4. 
Начальная скорость накопления ковалентных аддуктов фотомодификации ДНК-
мишени увеличивается следующим образом: прямая фотомодификация < OL4-A1 
< OL4-A2 < OL4-A4 < OL4-A3. Предельная степень модификации для фотореак­
ции, сенсибилизированной олигонуклеотидным производным 9-
антраценальгидразон-пропиониламина OL4-A3 также выше, чем для остальных 
конъюгатов. 

Еще более заметным становятся преимущества соединения OL4-A3 как сенси­
билизатора при облучении видимым светом с большей длиной волны. При облуче­
нии светом с длиной волны более 460 нм (данные не приведены) наблюдается 
только фотомодификация, сенсибилизированная олигонуклеотидным конъюгатом 
OL4-A3, в то время как ни прямая реакция, ни реакция, сенсибилизированная про­
изводными OL4-A1 и OL4-A2, в этих условиях не протекают. По-видимому, это 
обусловлено тем, что введение гидразоно-группы в антраценовое ядро приводит к 
расширению полосы поглощения антраценового производного A3. Максимальная 
длина поглощения (Я,„акс) Для этого соединения - 387 нм, при этом полоса поглоще­
ния простирается в видимую область, что позволяет сенсибилизировать фотомоди­
фикацию при облучении видимым светом с длиной волны >460 нм. 

Таким образом, конъюгат OL4-A3 позволяет высокоспецифично проводить 
сенсибилизированную фотомодификацию в условиях, когда в отсутствие этого 

сенсибилизатора фотореагент практи­
чески инертен. 

200 
Время облучйнмя мин 

Рис 5. Зависимость выхода кова­
лентных аддуктов ДИК-мишепи МЗ с оли­
гонуклеотидным производным OÎ 5-R при 
прямой (кр. 1) и сенсибилизированной 
олигонуклеотидиьсми производными 0L4-
А1 (кр. 2), OL4-A2 (кр. 3), OL4-A3 (кр, 4), 
и OL4-A4 (кр. 5) фотомодификаций от 
времени облучения (полулогарифмиче­
ские координаты). Условия облучения: 
420-580 нм. Продукты фотомодификации 
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ДНК-мишени анализировали электро<1)орезом в 13% денатурируюи1ем ПЛАГ, степень мо­
дификации определяли депситометрией радиоавтографа (соответствующий радиоавтограф 
не представлен). 

2.2. Использование перилена в качестве сенсибилизатора 

В диссертационной работе Гайдамакова С. А. было описано применение в ка­
честве сенсибилизатора 3-периленметиламина. Была отмечена высокая эффектив­
ность сенсибилизированной этим соединением реакции фотомодификации. В дан­
ной части работы предлагается детальное исследование механизмов сенсибилиза­
ции производным олигонуклеотида OLt-Per модификации ДНК-мишени Ml фо­
тореагентом OL2-R. 

2.2.1. Гашение флуоресценции олигоиуклеотидного производного перилена в 
двуцепочечных комплексах 

В качестве мишени был использован синтетический 21-звенный дезоксирибо-
олигонуклеотид Ml. Строение ДНК-мишени, олигонуклеотидных конъюгатов, 
сенсибилизаторов и фотореагента N-(4-aзидoтeтpaфтopбeнзилидeн)-N'-(3-
аминопропил)гидразина (R) представлено на схеме 4. 
СХЕМА 4 

•i-*pATCTTTAACTG-ATGAACTTCT М1 
AGAAATTGAC TACTTGAAGA 

Р Р 
OL1 

(D = BzA 

0L2-R 

Per 

Спектр поглощения конъюга-
та ОЫ-Рег сдвинут батохромно от­
носительно поглощения исходного 
перилена (A,„ai,c 433 нм) на 15 нм, сле­
довательно, энергия его возбужденно­
го состояния ниже, чем энергия £0,0 
перилена на 2-3 ккал/моль. В свою 
очередь энергия возбуждения £0,0 пе­
рилена ниже, чем энергия £0,0 арома­
тических азидов. Следовательно, не­
обходимо было убедиться в способно­
сти остатка перилена в составе конъ-

югата ОЫ-Рег сенсибилизировать фотодиссоциацию азида. Возможность перено­
са энергии электронного возбуждения с сенсибилизатора ОЫ-Рег на олигонуклео-
тидный реагент OL2-R была показана методом гашения флуоресценции остатка 
перилена при образовании комплементарных дуплексов (рис. 6, кривые 3-5). В ка­
честве сравнения приведены аналогичные данные для сенсибилизатора OLl-BzA 

<fH» 
0»CNH(CH2)2NH- CH2NH-

'" >-».«= 448 нм 

N3-<^)-CH«N-NHC(CHj)2NH-
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(Рис. 6, кривые /, 2), реализующего механизм синглет-синглетного переноса энер­
гии фотовозбужденя. Для каждого соединения использовались максимальные дли­
ны волн возбуждения и эмиссии. 

I0L21 [0L2RI икМ 

i (la) = Ml + OLI-BzA 

(I6) = M1 + 0L1-Per 

<^~ 
(III) = Ml + 0L1 + 0L2-R 

-*p2p) метка 

<k 
(Ha) = Ml + OLI-BzA + 0L2 
(|16)<М1+ои-Рег + 012 

d)^ 
(IVa) = M1+ 0L1-BzA + 0L2-R 
(IV6) = M1 + OLI-Per + 0L2-R 

Рис. 6. Гашение флуоресценции (F, %) олигонуклеотидных производных 1,2-
бензантрацена (OLl-BzA) (1-2) и перилена (OLl-Per) (3-5) при последовательном образова­
нии комплексов (I), (II) и (IV). Концентрации конъюгатов OLl-BzA - 1 и OLl-Per - 0.5 мкМ 
в 2 MMNa2HP04, рН 7.1, 200 мМ NaCi: 1-2 - К,>2б= 335-345 нм, L,„= 376±5 нм; / - образова­
ние дуплекса (1а), 2 - комплекса (IVa). 3-5 - Х^^ = 445-455 нм, Хэ„ = 485±5 нм; 3 - образова­
ние дуплекса (16), 4 - комплекса (116), 5 - комплекса (IV6). Стрелкой (1) отмечены точки до­
бавления в реакционную смесь олигонуклеотидного конъюгата 0L2-R или олигонуклеотида 
0L2. 

При связывании олигонуклеотидного производного Ы-(5-фтор-12-
метилбензо[а]антрацен-7-илацетил)этилендиамина (OLl-BzA) с комплементарной 
последовательностью Ml наблюдается пятикратное гашение его флуоресценции 
(кривая /). Добавление к дуплексу (1а) второго олигонуклеотида, несущего фото­
реагент, приводит к незначительному дальнейшему гашению флуоресценции (кри­
вая 2). Эти данные подтверждают, что лишь небольшая часть энергии возбуждения 
остатка бензантрацена переносится на фотореагент. 

В случае конъюгата OLl-Per наблюдается другая картина. При образовании 
д>'плгкса с ДНК-мишепью интенсивность флуоресценции гасится всего на 20% 
(кривая 5), добавление второго олигонуклеотида без фотореагента практически не 
приводит к дальнейшему гашению флуоресценции сенсибилизатора (кривая 4). 
Добавление к дуплексу (16) олигонуклеотидного конъюгата OL2-R приводит к до­
полнительному трехкратному гашению флуоресценции (кривая 5), что свидетель­
ствует об эффективном переносе энергии с остатка перилена на фотореагент в ком­
плементарном комплексе (IV6). 
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2.2.2. Сенсибилизированная фотомодификация ДНК-мишени 

Для изучения того, каким образом различия в эффективности гашения 
флуоресценции остатков бензантрацена и перилена отражаются на эффективности 
модификации нуклеиновых кислот была проведена прямая и сенсибилизированная 
фотомодификация мишени Ml при облучении видимым светом 440-580 нм в со­
ставе дуплексов (16), (III), (IVa) и (IV6). Очевидно (рис. 7), что фотомодификация 
ДНК фотореагентом OL2-R в комплексе (IV6), сенсибилизированная олигонуклео­
тидным производным перилена ОЫ-Рег заканчивается после 1 мин облучения 
(дорожка 5). Выход ковалентных аддуктов сшивки фотореагента с ДНК-мишенью 
достигает 70% и не меняется при дальнейшем облучении (дорожки 6 и 7). Ни про­
изводное ОЫ-Рег (дорожка 9), ни производное фотореагента OL2-R (дорожка 10) 
по отдельности не вызывают фотомодификации после 100 мин облучения. Сенси­
билизированной производным бензантрацена OLl-BzA фотомодификации ДНК в 
комплексе (IVa) (дорожки 2-4) в данных условиях не наблюдается. 

Рис. 7. Радиоавтограф геля, полученный при 
электрофоретическом анализе продуктов прямой 
(9) и сенсибилизированной {2-7) фотомодификации 
5'-''Р-меченой мишени Ml, инициированной облу­
чением видимым светом (440-580 нм). Концентра­
ции конъюгатов OLl-BzA, ОЫ-Рег, 0L2-R и оли-
гонуклеотидов OL1, OL2 - 50 мкМ, олигонуклео-
тида Ml - 1 мкМ: / - 5'-̂ ^Р-меченая мишень Ml, 
Тобл 100 мин; 2-4 - дуплекс с участием OLl-BzA 
(rVa), Тобл 1; 10, 100 мин соответственно; 5-7 - ком­
плекс с участием ОЫ-Рег (IV6), TO6„ 1, 10, 100 мин 

соответственно; 8- дуплекс (16), Товл 100 мин; 9 - комплекс (III), Тобл '00 мин. Продукты фо­
томодификации ДНК-мишени анализировали электрофорезом в 13% денатурирующем ПА-
АГ. 

На рис. 8 представлены данные по прямой (кривая /) и сенсибилизированной 
олигонуклеотидным производным бензантрацена (кривая 2) и перилена (кривая 3) 
фотомодификации ДНК-мишени при облучении видимым светом в более широком 
диапазоне экспозиций (Н). Приведенные данные демонстрируют, что 10%-ный вы­
ход продуктов сшивки реагента с мишенью в случае сенсибилизированной периле-
ном фотомодификации достигается при Ig Н = 0.3 (кривая 3), сенсибилизированной 
бензантраценом - при Ig Н = 4.7 (кривая 2) и при Ig Н = 5.7 в случае прямой фото­
модификации (кривая /). Следовательно, скорость сенсибилизированной произ­
водным перилена ОЫ-Рег фотомодификации ДНК в комплексе ГУб примерно в 
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300000 раз больше, а сенсибилизированной производным бензантрацена OLl-BzA 
- примерно в 10 раз больше, чем прямой фотореакции в комплексе III. 

Рис. 8. Выход продуктов сшивки ДНК-
мишени Ml с олигонуклеотидным произ­
водным 0L2-R при прямой (/) и сенсиби­
лизированной олигонуклеотидным произ­
водным 1,2-бензантрацена (2) или перилена 
(3) фотомодификации в зависимости от ло­
гарифма экспозиции (Н, Джсм"̂ ). Условия 
облу1кния: 1,2 - 420-580 нм, 3 440-580 им. 
Продукты фотомодификации ДПК-мишени 
анализировали электрофорезом в 13% дена­
турирующем ПЛАГ, степень модификации 
определяли денситомстрисй радиоавтофа-
фа (соответствующий радиоавтограф пе 
представлен). 

2 4 

1 д Н , ( Д « с м ' ) 

Из полученных результатов следует, что высокоэффективную сенсибилизиро­
ванную фотомодификацию ДНК в комплексе IV6 можно проводить специфично, 
поскольку в условиях, необходимых для модификации, производные ОЫ-Рег и 
OL2-R по отдельности не активны. 

Вследствие высокой эффективности сенсибилизированной фотомодификации 
было решено более подробно изучить механизм фотосенсибилизации фотореагента 
периленом. 

2.2.3. Механизм сенсибилизации фотореагента основан на переносе улектрона 

Перенос электрона из основного состояния азида на возбужденное состоя­
ние сенсибилизатора считается наиболее вероятным механизмом синглет-
синглетной сенсибилизации ароматических азидов периленом, хотя перенос элек­
трона не исключает также синглет-синглетного переноса энергии (Leyshon and 
Reiser, 1972). Оба механизма могут реализовываться параллельно, но вклад перено­
са электрона увеличивается при росте диэлектрической проницаемости раствори­
теля, которая способствует разделению зарядов. Константа скорости гашения 
флуоресценции перилена ароматическими азидами увеличивается при росте ди­
электрической проницаемости растворителя и достигает диффузионно контроли­
руемого предела в метаноле при е = 32 (Leyshon and Reiser, 1972). Примерно такое 
же значение диэлектрической проницаемости наблюдается в бороздках двухцепо-
чечной ДНК (Barawkar et al., 1995). 

Было предположено, что обнаруженное значительное увеличение скорости 
сенсибилизированной производным перилена OLl-Per фотомодификации ДНК-
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мищени (по сравнению со скоростью реакции сенсибилизированной бензантраце-
новым производным) может быгь обусловлено переносом электрона. Для проверки 
предположения был изучен фотолиз перилена и смесей перилен - перфторнафтила-
зид и перилен-перфторнафтойная кислота. Перфторнафтойная кислота и 2-
азидоперфтор-7-нафтойная кислота были выбраны вследствие того, что их спектры 
поглощения (А,„акс 340 и 345 нм, соответственно) не перекрываются со спектром по­
глощения перилена (Хмакс 251 и 433 нм). При облучении в течение 1 ч видимым све­
том (440-580 нм) фотолиза ни перилена, ни азида, ни смеси перилен-
перфторнафтойная кислота ни в кислородных, ни в бескислородных условиях не 
наблюдается. При облучении в течение 1 ч видимым светом (440-580 нм) смеси пе­
рилен - 2-азидоперфтор-7-нафтойная кислота в присутствии кислорода, одновре­
менно происходит фотопревращение как азида, так и перилена с ii/2 8 мин. По дан­
ным ВЭЖХ перилен практически целиком превращается в соединение, не флуо­
ресцирующее и обладающее характерным для 1,12-периленхинона спектром по­
глощения (̂ макс 334 и 444 нм). Можно предположить, что идет фотоокисление пе­
рилена кислородом воздуха. При барботировании перед облучением смеси перилен 
- 2-азидоперфтор-7-нафтойная кислота аргоном скорость фотопревращения пери­
лена несколько снижается, но процесс не прекращается, видимо, из-за неполного 
удаления кислорода и высокой скорости окисления. 

При облучении видимым светом комплекса IV6 в кислородных условиях на­
блюдаются аналогичные изменения - полное гаЩение флуоресценции периленово-
го остатка и углубление цвета реакционной смеси (данные не представлены). По­
лученные результаты подтверждают, что при сенсибилизированной фотомодифи­
кации ДНК бинарной системой олигонуклеотидных конъюгатов (OLl-Per + OL2-
R) одновременно с фотопришивкой реагента к мишени происходит фотоокисление 
сенсибилизатора (S), вероятнее всего за счет фотоиндуцированного переноса элек­
трона. 

Перенос электрона с фотовозбужденного сенсибилизатора на азид (Рис. 9а) 
теоретически возможен, но в нашем случае маловероятен. Подобный перенос элек­
трона должен приводить к появлению в спектре поглощения смеси новой полосы 
переноса заряда (ПЗ). Экспериментально такой полосы обнаружено не было (дан­
ные не представлены). 

. 
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Рис. 9. Расположение электрон­
ных уровней при фотоиндуцирован-
ном переносе электрона (а) - с сен­
сибилизатора (S) на фотореагент (R) 
и (б) - с фотореагента на сенсибили­
затор. 
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Наблюдаемая сенсибилизированная фотомодификация ДНК в комплексе IV6 
обусловлена вероятнее всего переносом электрона с неподеленной электронной па­
ры (п) атома азота в азидогруппе фотореагента на фотовозбужденный перилен 
(рис. 96). В результате этого из перилена образуется анион-радикал, который быст­
ро окисляется кислородом воздуха до соответствующего 1,12-периленхинона. Од­
новременно с этим из перфторарилазида образуется катион-радикал, который в хо­
де темновых превращений вызывает фотомодификацию ДНК, характерную для 
синглетного нитрена. 

Из представленных результатов можно сделать вывод, что при сенсибилизиро­
ванной производным перилена фотомодификации ДНК происходит инактивация 
сенсибилизатора. Наиболее вероятным механизмом иннактивации является пере­
нос электрона и последующее фотоокисление остатка перилена. 

3. Сенсибилизированная фотомодификация олигонуклеотид-связывающих 
белков, представленных на поверхности эукариотических клеток 

Существенным препятствием для развития антисмысловых технологий и прак­
тической генотерапии является низкая проницаемость клеточных мембран для оли-
гонуклеотидов и полимерных нуклеиновых кислот. Можно полагать, что подход к 
решению проблемы создания методов эффективной доставки нуклеиновых кислот 
в клетки организма может быть разработан на основании использования естествен­
ных механизмов транспорта нуклеиновых кислот в живых системах. 

Структура фотоактивируемого реакционноспособного дуплекса практически 
не отличается от фрагмента двуцепочечной ДНК и может служить удобным инст­
рументом для исследования взаимодействия двуцепочечной ДНК с белками, обла­
дающими сродством к нуклеиновым кислотам. Целью настоящей главы являлась 
демонстрация возможности применения бинарных систем олигонуклеотидных 
конъюгатов в качестве инструмента для исследования процессов взаимодействия 
дцДНК с белками in vivo на примере сенсибилизированной фотомодификации оли­
гонуклеотид-связывающих белков, представленных на поверхности культивируе­
мых эукариотических клеток. 

Для исследования взаимодействия дцЦНК с олигонуклеотид-связывающими 
белками с помощью бинарных систем олигонуклеотидных производных была ис­
пользована модельная система, представленная на схеме 6. Олигонуклеотид OL4-
А1, несущий остаток сенсибилизатора 9-аминометилантрацена и 5'-["Р]-меченый 
олигонуклеотид OL5-R, несущий остаток фотореагента Ы-(и-
aзидoтeтpaфтopбeнзaльгидpaзoнo)-N'-пpoпиoнилaминa, комплементарны соседним 
участкам одноцепочечного олигонуклеотида-матрицы 1VI3. В контрольных экспе­
риментах олигонуклеотидный конъюгат OL6-A1, несущий остаток 9-
аминометилантрацена, был использован вместо производного OL4-A1. 
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СХЕМА 6 

pATGGATTCTTGAAGG-GGACCGCATT МЗ 
OL4-A1 AACTTCC CCTGGCGp* 0 L 5 - R 

S)(R] * - ' ' P метка (Й) 
3 ' AGAAATTGACp 
0L6-A1 rk\ 

CH-NNH9(CH3|,NH-

Для того, чтобы в условиях фотомодификации исключить возможность транс­
порта олигонуклеотидного производного в клетки и обеспечить взаимодействие 
исследуемого олигонуклеотид-связывающего белка с реакционноспособным про­
изводным олигонуклеотида непосредственно на клеточной поверхности, инкуба­
цию клеток в присутствии производных олигонуклеотидов и облучение проводили 
при 4 °С. Температура плавления комплексов, образуемых производными олиго­
нуклеотидов 0L4-A1 и OL5-R с олигонуклеотидом МЗ, составляет 28 °С и 19 °С 
соответственно, т.е. в данных условиях большая часть олигонуклеотидных произ­
водных OL4-A1 и OL5-R должна находиться в составе комплементарного ком­
плекса с олигонуклеотидом МЗ. 

Для выявления поверхностных клеточных белков, способных взаимодейство­
вать с одноцепочечным фотореагентом OL5-R и фотореакционноспособным дуп­
лексом in vivo, нами была осуществлена фотомодификация эукариотических клеток 
линии СПЭВ. Реакцию фотомодификации инициировали облучением фильтрован­
ным светом 365-580 нм. Показано, что при фотомодификации клеточного монослоя 
олигонуклеотидным производным OL5-R (рис. 10, дор. /) и предформированным 
двуцепочечным комплексом (рис. 10, дор. 2 и 3) наблюдается появление одного и 
того же продукта модификации. Его молекулярная масса, оцениваемая по подвиж­
ности в ПААГ относительно стандартных маркеров молекулярной массы, состав­
ляет ~79 кДа, что соответствует массе описанного ранее олигонуклеотид-
связывающего белка, участвующего в связывании и транспорте олигонуклеотидов 
в ядро. В контрольных экспериментах, при темповой инкубации клеток в присутст­
вии одноцепочечного фотореагента (рис. 10, дор. 4) и предформированного двуце-
почечного комплекса, состоявшего из олигонуклеотидов OL4-A1, 0L5-R и МЗ 
(рис. 10, дор. 5), продуктов модификации клеточных белков не наблюдалось. Мож­
но предположить, что олигонуклеотид-связывающий белок (или группа белков с 
одинаковой подвижностью), ответственный за связывание и транспорт олигонук­
леотидов, участвует и в связывании дцДНК. 
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Рис. 10. Электрофоретическое разделение продуктов модификации поверхностных бел­
ков клеток СПЭВ фотоактивируемым производным олигонуклеотида. Клеточный монослой 
инкубировали при 4 "С в течение 5 мин в среде ДМЕМ, содержащей: (I, 4, 6) - 0,5 мкМ фо­
тореагента ['^P]-0L5-R; (2) - 0,5 мкМ фотореагента и 0,5 мкМ комплементарного олигонук­
леотида-матрицы МЗ; (3, 5) - 0,5 мкМ фотореагента, 0,5 мкМ олигонуклеотида OL4-A1 и 0,5 
мкМ комплементарного им олигонуклеотида-матрицы МЗ. Затем клетки инкубировали в 
темноте в течение 30 мин при 4 °С (4, 5) или облучали фильтрованным светом (X. = 365-580 
нм) в тех же условиях (1, 2,3 к 6). На дорожке б нанесена аликвота среды, в которой прово­
дилась фотомодификация клеток. Продукты фотомодификации анализировали электрофоре­
зом в 12% SDS-ПААГ КГ - концентрирующий гель; РГ - разделяющий гель. 

Для доказательства связывания олигонуклеотид-связывающего белка с дуплек­
сом были использованы мягкие условия облучения (400-580 нм). В контрольном 
эксперименте вместо производного олигонуклеотида OL4-A1 использовали неком­
плементарный олигонуклеотиду - матрице конъюгат OL6-A1 (схема 6), также не­
сущий 9-аминометилантраценовый остаток. 

Рис. 11. Зависимость относи­
тельной степени модификации и 
начальных скоростей прямой и 
сенсибилизированной фотомоди­
фикаций поверхностных белков 
клеток линии СПЭВ от времени 
облучения (полулогарифмические 
координаты). Клеточный моно­
слой инкубировали при 4 °С в те­
чение 5 мин, в присутствии: 1 -
0,5 мкМ фотореагента ['^P]-OL5-
R и 0,5 мкМ комплементарного 
олигонуклеотида-матрицы МЗ; 2 
- 0,5 мкМ фотореагента, 0,5 мкМ 
олигонуклеотида OL4-A1 и 0,5 

мкМ комплементарного им олигонуклеотида-матрицы МЗ; 3 - 0,5 мкМ фотореагента, 0,5 

Время облучения. 
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мкМ комилемен1врного олигонуклеотида-матрицы МЗ и 0,5 мкМ олигонуклеотида OL6-A1. 
Клетки облучали видимым светом (X = 400-580 им). Продукты фотомодификации клеточных 
белков а11ализировали элекгрофорезом в 12% SDS-ПААГ, степень модификации определяли 
дснситометрией радиоавтофафа (соответствующий радиоавгофаф не представлен)., 

' 'it. ^'i ' 

Б эТих условиях облучения эффективность сенсибилизированной модифика­
ции была выше, чем эффективность прямой фотомодификации (сравни рис. 11, 
кривые 2 и 1). При облучении клеточного монослоя в присутствии конъюгата OL4-
А1 начальная скорость накопления продуктов фотомодификации примерно в 3-4 
раза большечем в случае прямой модификации (рис. 11, кривые 2 и 1). 

• -Отсутствие эффекта сенсибилизации при использовании производного олиго­
нуклеотида OL6-A1 (рис. 11, кривая 3) свидетельствует о том, что в данном случае 
группировки сенсибилизатора и фотореагента располагаются на расстоянии, не по­
зволяющем осушествить перенос энергии и инициировать реакцию фотомодифи­
кации. Таким образом, можно утверждать, что сенсибилизированная фотомодифи­
кация олигонуклеотид-связывающего белка происходит только после связывания с 
ним полностью собранного двуцепочечного фотореакционноспособного комплекса 
OL4-A1 + OL5-R + МЗ. 

Нами продемонстрирована возможность применения бинарных систем олиго-
нуклеотидных конъюгатов в качестве инструмента для исследования взаимодейст­
вий двуцепочечнЬгх нуклеиновых кислот с белками in vivo. Показано, что олиго-
нуклёотид-связывающиё белки, представленные на поверхности эукариотическчх 
клеток, обладает'Ч^пособностью взаимодействовать также и с двуцепочечными 
нуклеиновыми кислотами. 

, , . ,. V • - • •• в ы в о д ы 

Предложены и р^^арактеризованы новые бинарные системы фотоактивируемых 
олигонзС(с{|еотрдных. реаг^нто» - с использованием сенсибилизаторов • >- • 3-
периленм^иламина }1,.3-аминопропионилгидразон-9-антраценаля и фотореа­
гента Мг(4-азидотетрафт9рбензилиден)-Ы'-(3-аминопропил)гиДразина. Фото­
химические свойст9,а комбинаций предложенных сенсибилизаторов и фотореа­
гента позволяют осуществить инициированную видимым светом (более 460 
им) высокоселективную сайт-специфическую фотомодификацию комплемен­
тарной. ДНК-мишени и обеспечивают инертность компонентов в отсутствие 
целевого биополимера. 

, Показано, что в .отличие от ранее использованных сенсибилизаторов, нерасхо-
дуемых в ходе реакции фотомодификации целевой нуклеиновой кислоты, сен­
сибилизированная 3-периленметиламином фотомодификация сопровождается 
инактивацией сенсибилизатора, вероятно, вследствие фотоокисления перилс-
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нового остатка за счет фотоиндуцированного переноса электрона с азидогруп-
пы реагента на электронно-возбужденный сенсибилизатор. 
Продемонстрировано, что использование олигонуклеотидного производного 9-
хлор-10-аминометилантрацена для сенсибилизации фотомодификации ДНК-
мишени в сочетании с выбором целевой последовательности, содержащей в 
предполагаемом сайте модификации нуклеотидную последовательность {pG\, 
позволяет осуществить количественную модификацию ДНК. 
С использованием бинарной системы олигонуклеотидных конъюгатов иссле­
довано взаимодействие поверхностных белков эукариотических клеток с экст­
раклеточными нуклеиновыми кислотами. В условиях in vivo продемонстриро­
вано, что данные белки, связывающие олигонуклеотиды, участвуют и в связы­
вании двуцепочечной ДНК 
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