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(57) 1 Олигонуклеотидный конъюгат, состоящий
из олигонуклеотидного радикала N и п заместите-
лей (В-К), в которых
В обозначает непосредственную связь или свя-
зующий компонент с олигонуклеотидным радика-
лом, и К обозначает комплексообразующий агент
или комплекс изотопов радиоактивного металла
или стабильных изотопов, которые
- становятся радиоактивными под воздействием
внешнего облучения,
- превращают внешнее облучение в облучение
различной природы, различной энергии и/или раз-
личной длины волны элементов с атомными но-
мерами 5, 21-29, 31, 39, 42-44, 49, 57-83 или 85,
отличающийся тем, что олигонуклеотидный ради-
кал N содержит модификацию, которая препятст-
вует или, по крайней мере, ингибирует деграда-
цию встречающимися в природе нуклеазами, и в
которых олигонуклеотид связывается специфиче-
ски с высоким связывающим сродством со струк-
турой-мишенью

2 Конъюгат по п 1, отличающийся тем, что имеет
общую формулу (I)
N- (В-К)п (I)
в которой N представляет собой олигонуклеотид,
который связывается специфически с высоким

связывающим сродством с другими структурами-
мишенями и имеет модификации, которые суще-
ственно понижают деградацию встречающимися в
природе нуклеазами,
В представляет собой химическую связь или свя-
зующий компонент, который образует связь между
N и К, и
К представляет собой комплексообразующий ли-
ганд, который может проявлять себя как сигнал-
передающий или терапевтический активный эле-
мент, и
п является числом от 1 до 10
3 Конъюгат по пп 1 или 2, отличающийся тем, что
N представляет собой олигонуклеотид с 5-200
нуклеотидами, где
а) 2'-положение сахаридного звена, независимо
друг от друга, занято следующими группами
группой -OR, в которой R представляет алкильный
радикал с 1-20 углеродными атомами, который
произвольно содержит до 2 гидроксильных групп и
который произвольно прерывается 1-5 атомами
кислорода,
атом водорода,
гидроксильную группу,
атом фтора,
аминный радикал,
аминогруппу и
гидроксильные группы,
вых положениях 3' и 5, расположенные в конце-

независимо друг от друга,
произвольно этерифицированы радикалом R
и/или
b) фосфодиэфиры, которые необязательно ис-
пользуются в качестве межнуклеотидной связи,
независимо друг от друга, замещены фосфортио-
атами, фосфордитиоатами и/или алкилфосфона-
тами, предпочтительно метилфосфонатом, и/или
c) концевые радикалы в 3'- и 5-положениях связа-
ны внутримолекулярным способом один с другим
при помощи межнуклеотидной связи, как описано
в Ь), и/или
d) он содержит межнуклеотидную связь, как опи-
сано в Ь), которая связывает З'-З'- или 5'-5'-
положения, и/или
e) он содержит фосфодиэфирную связь, описан-
ную в Ь), которая соединяет, подобно сложно-
эфирной, два тимидина, соответственно, при по-
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мощи С2-С10 гидроксиалкильного радикала в 3-
положении или соединяет аналогично замещен-
ный тимидиновый радикал, подобно сложноэфир-
ной, с гидроксильной группой другого сахара в 2'-,
или 3-, или 5'-положении, и/или
f) концевые радикалы в 3'- и 5'-положениях содер-
жат межнуклеотидные связи, произвольно моди-
фицированные, как описано в Ь)
4 Конъюгат по п 3, отличающийся тем, что олиго-
нуклеотид N включает от 15 до 100 нуклеотидов
5 Конъюгат по одному из пп 1-4,отличающийся
тем, что N представляет олигонуклеотид, который
связан специфически с высоким связывающим
сродством с другими структурами-мишенями и
который может быть получен тем, что смесь оли-
гонуклеотидов, содержащую случайные последо-
вательности, вводят вместе со структурой-
мишенью, и некоторые олигонуклеотиды прояв-
ляют повышенное сродство со структурой-
мишенью относительно смеси олигонуклеотидов,
последние отделяют от остатка смеси олигонук-
леотидов, затем олигонуклеотиды с повышенным
сродством к структуре-мишени амплифицируют с
получением смеси олигонуклеотидов, которая
содержит повышенную часть олигонуклеотидов,
которые связаны со структурами-мишенями

6 Конъюгат по одному из пп 1-5, отличающийся
тем, что N представляет собой олигонуклеотид,
который связан специфически с высоким связы-
вающим сродством с другими структурами-
мишенями и который получают следующим обра-
зом
a) сначала получают ДНК-цепь путем химического
синтеза так, что ДНК-цепь содержит определен-
ную последовательность на 3' -конце, которая
комплементарна промотору для РНК-полимеразы
и в то же время комплементарна праймеру поли-
меразной цепной реакции (PCR) так, что эта ДНК-
цепь содержит определенную ДНК последова-
тельность на 5'-конце, которая комплементарна
праймерной последовательности для полимераз-
ной цепной реакции, и эта последовательность
между определенными последовательностями
содержит случайную последовательность,

b) эту ДНК-цепь транскрибируют в комплементар-
ную РНК-цепь с помощью РНК-полимеразы, при
этом полимеразе предлагаются нуклеотиды, кото-
рые модифицированы в 2-положении рибозного
звена,
c) РНК-олигонуклеотиды, полученные таким пу-
тем, вводят вместе со структурой-мишенью, с ко-
торой олигонуклеотид должен быть специфически
связан,
d) те олигонуклеотиды, которые связаны со струк-
турой-мишенью, отделяют сначала вместе со
структурой-мишенью от несвязавшихся нуклеоти-
дов, и затем связанные нуклеотиды снова отде-
ляют от структуры-мишени,
e) эти структура-мишень-специфические РНК-
олигонуклеотиды транскрибируют с помощью об-
ратной транскриптазы в комплементарную ДНК-
цепь,
f) эти ДНК-цепи амплифицируют полимеразно-
цепной реакцией с использованием определенных
праймерных последовательностей,
д) ДНК-олигонуклеотиды, амплифицированные

таким путем, затем подвергают транскрибирова-
нию снова с помощью РНК-полимеразы и моди-
фицированных нуклеотидов в РНК- олигонуклео-
тиды,
п) вышеупомянутые стадии отбора с)-д) произ-
вольно повторяют до тех пор, пока олигонуклео-
тиды, которые отличаются высоким связывающим
сродством к структуре-мишени, не будут доста-
точно отобраны, и тогда последовательности по-
лученных таким образом олигонуклеотидов произ-
вольно могут быть определены
7 Конъюгат по п 6, отличающийся тем, что струк-
туру-мишень выбирают среди макромолекул, тка-
невых структур высших организмов, таких как жи-
вотные или люди, органы или части органов
животного или человека, клетки, опухолевые клет-
ки или опухоли
8 Конъюгат по одному из пп 1-7, отличающийся
тем, что соединяющий(е) компонент(ы) В свя-
зан (ы)
a) с 4'-концом олигонуклеотидного радикала N,
урезанным в 4-положении на СН -ОН группу, и/или
b) с З'-концом олигонуклеотидного радикала N,
уменьшенным в 3-положении на атом водорода,
и/или
c) с фосфодиэфирным мостиком(ами), уменьшен-
ным^) на ОН группу(ы), каждый между двумя нук-
леотидами, и/или
d) с 1-10 основанием (ями) нуклеиновой кислоты,
которое(ые) уменьшены на атом водорода, соот-
ветственно, в 5-, 8-положении (ях) и/или на амино-
группу(ы) в 2-, 4- и 6-положении (ях)
9 Конъюгат по п 8, отличающийся тем, что В,
который связан с 4-концом олигонуклеотидного
радикала N, урезанным в 4-положении на СН -ОН
группу или с З'-концом олигонуклеотидного ради-
кала N, уменьшенным в 3-положении на атом во-
дорода, в котором В имеет общую формулу X-Y-
Z1, который соединен со стороны X с комплексо-
образующим агентом или комплексом и со сторо-
ны Z - с олигонуклеотидом, в котором
X представляет собой простую связь, -NH или -S
группу,
Y представляет собой неразветвленную цепь,
разветвленную цепь, насыщенную или ненасы-
щенную Сі -С20 алкиленовую цепь, которая про-
извольно содержит 1-2 циклогексилена, 1-5 имино,
1-3 фенилена, 1-3 фениленимино, 1-3 фениленок-
си, 1-3 гидроксифенилена, 1-5 амидо, 1-2 гидрази-
до, 1-5 карбонила, 1-5 этиленокси, уреидо, тио-
уреидо, 1 -2 карбоксиалкилимино, 1 -2
сложноэфирные группы, 1-3 группы Аг, где Аг обо-
значает насыщенное или ненасыщенное 5- или 6-
членное кольцо, которое произвольно содержит 1-
2 гетероатома, выбранных из азота, кислорода и
серы и/или 1-2 карбонильные группы, 1-10 кисло-
родов, 1-5 азотов и/или 1-5 атомов серы, и/или
произвольно замещена 1-5 гидрокси, 1-2 меркап-
то, 1 -5 оксо, 1 -5 тиоксо, 1 -3 карбокси, 1 -5 карбокси-
СгС4-алкильными, 1-5 сложноэфирными, 1-3 ами-
но, 1-3 гидрокси-СгС4-алкильными, 1-3 Сі -С7 -
алкокси группами и

Z1 представляет собой -CONH-CH2-4', -NH-CO-4', -
O-P(O)R1-NH-CH2-4', -O-P(O)R1-O-CH2-4, -О-
P(S)R -О-З' или -O-P(O)R1 -О-З', в котором 4' или
3' указывает связь с концевым сахаридным зве-
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ном(ями) и R1 представляет собой О, S, C1-C4
алкильную или NR R3 группу, причем R2 и R3 оз-
начают водород или С1-С4 алкильные радикалы
10 Конъюгат по п 8, отличающийся тем, что В,
который связан с фосфодиэфирным мостиком
(ами), уменьшенным на ОН группу (ы), каждый
между двумя нуклеотидами, имеет обычную фор-
мулу X-Y-Z2, который соединен со стороной X с
комплексообразующим агентом или комплексом и
со стороны Z с олигонуклеотидом, в котором
Z2 в мостике, связывающем два соседних саха-
ридных звена,

О

22 -P-O-S'

О

и/или

Z 2 - Р - О - 5 '

I
О

3 '
представляют собой группу -NR2-, -О- или -S-,
X представляет собой непосредственную связь, -
NH или -S группу,
Y представляет собой неразветвленную цепь,
разветвленную цепь, насыщенную или ненасы-
щенную С1-С20 алкиленовую цепь, которая произ-
вольно содержит 1-2 циклогексилена, 1-5 имино,
1-3 фенилена, 1-3 фениленимино, 1-3 фениленок-
си, 1-3 гидроксифенилена, 1-5 амидо, 1-2 гидрази-
до, 1-5 карбонилов, 1-5 этиленокси, уреидо, тио-
уреидо, 1 -2 карбоксиалкилимино, 1 -2
сложноэфирные группы, 1-3 группы Аг, где Аг обо-
значает насыщенное или ненасыщенное 5- или 6-
членное кольцо, которое произвольно содержит 1-
2 гетероатома, выбранных из азота, кислорода и
серы и/или 1-2 карбонильные группы, 1-10 кисло-
родов, 1-5 азотов и/или 1-5 атомов серы, и/или
произвольно замещена 1-5 гидрокси, 1-2 меркап-
то, 1 -5 оксо, 1 -5 тиоксо, 1 -3 карбокси, 1 -5 карбокси-
СгС4-алкильными, 1-5 сложноэфирными, 1-3 ами-
но, 1 -3 гидрокси-Сі-С4-алкильной, 1 -3 С1-С7-
алкокси группами, и

R2 представляет собой водород или С1-С4 алкиль-
ные радикалы
11 Конъюгат по п 8, отличающийся тем, что В,
который связан с 1-10 основанием(ями) нуклеино-
вой кислоты, которое(ые) уменьшено на атом во-
дорода, соответственно, в 5-, 8-положении (ях)
и/или на амино группу(ы) в 2-, 4- и 6-
положении(ях), имеет общую формулу X-Y-Z3, в
которой Z3 обозначает -NH группу или непосред-
ственную связь с нуклеоснованием,
X представляет собой непосредственную связь, -
NH или -S группу,

Y представляет собой неразветвленную цепь,
разветвленную цепь, насыщенную или ненасы-
щенную С1-С20 алкиленовую цепь, которая произ-
вольно содержит 1-2 циклогексилена, 1-5 имино,
1-3 фенилена, 1-3 фениленимино, 1-3 фениленок-
си, 1-3 гидроксифенилена, 1-5 амидо, 1-2 гидрози-
до, 1-5 карбонила, 1-5 этиленокси, уреидо, тио-
уреидо, 1 -2 карбоксиалкилимино, 1 -2
сложноэфирные группы, 1-3 группы Аг, где Аг обо-
значает насыщенное или ненасыщенное 5- или 6-
членное кольцо, которое произвольно содержит 1-
2 гетероатома, выбранных из азота, кислорода и
серы и/или 1-2 карбонильные группы, 1-10 кисло-
родов, 1-5 азотов и/или 1-5 атомов серы, и/или
произвольно замещена 1-5 гидрокси, 1-2 меркап-
то, 1 -5 оксо, 1 -5 тиоксо, 1 -3 карбокси, 1 -5 карбокси-
Сі С4-алкильными, 1-5 сложноэфирными, 1-3 ами-
но, 1-3 гидрокси-СгС4-алкильными, 1-3 С1-С7-
алкоксигруппами

12 Конъюгат по одному из предшествующих пунк-
тов, отличающийся тем, что комплекс металла, в
качестве визуализирующего элемента, содержит
радиоактивный изотоп, выбранный из элементов
медь, висмут, технеций, рений или индий
13 Конъюгат по одному из пп 1-12, отличающий-
ся тем, что предназначен для использования в
радиодиагностике и/или в радиотерапии
14 Конъюгат по одному из пп 1-4, отличающийся
тем, что N представляет собой не встречающийся
в природе олигонуклеотидный лиганд, имеющий
специфическое связывающее сродство к молеку-
ле-мишени, причем такая молекула-мишень имеет
трехмерную химическую структуру, другую, чем
полинуклеотид, которая связывается с указанным
олигонуклеотидным лигандом по механизму, кото-
рый преимущественно зависит от спаривания ос-
нований Уотсон/Крика или тройного спирального
связывания, где указанный олигонуклеотидный
лиганд не является нуклеиновой кислотой, имею-
щей известную физиологическую функцию, будучи
связанным молекулой мишенью

15 Способ обнаружения структуры-мишени, в ко-
тором одно или более из соединений по любому
из пп 1-12 вводят вместе с образцом, подлежа-
щим исследованию in vivo или in vitro, и основан-
ный на сигнале, с помощью которого определяют,
присутствует ли в образце структура-мишень, с
которой олигонуклеотид N связывается специфи-
чески с высоким связывающим сродством
16 Способ неинвазивной диагностики заболева-
ний, в котором одно или более из соединений по
одному из пп 1-12 вводят вместе со структурой-
мишенью, подлежащей изучению in vivo, и осно-
ванный на сигнале, с помощью которого опреде-
ляют, присутствует ли структура-мишень, с кото-
рой олигонуклеотид N связывается специфически
и с высоким связывающим сродством, в организ-
ме, подлежащем изучению
17 Диагностический набор для in vivo и/или in vitro
определения структур-мишеней, отличающийся
тем, что диагностический набор содержит, по
крайней мере, одно соединение по одному из пп
1-12
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Это изобретение относится к конъюгатам оли-
гонуклеотидов, которые содержат комплексообра-
зующий агент или комплекс Эти конъюгаты ис-
пользуют в областях диагностики и лечения

Визуальная диагностика достигла боль-
шого прогресса за последние десятилетия и про-
должает непрерывно развиваться Сегодня воз-
можно сделать видимой сосудистую систему,
большинство органов и многие ткани в живом ор-
ганизме без особого вмешательства Во многих
случаях диагностику заболевания проводят по
изменениям формы, размера и положения анато-
мических структур в теле Такие анатомические
данные о состоянии внутренних органов тела мо-
жно получить с помощью рентгеновской техники,
ультразвуковой диагностики и магнитной резонан-
сной томографии Эффективность каждой из упо-
мянутых техник может быть повышена путем ис-
пользования фармацевтических средств для
повышения естественного контраста тканей и жи-
дкостей тела на получающейся картине Фарма-
цевтические средства, о которых идет речь, вво-
дят в полости тела или инъецируют в
кровеносные сосуды с целью контрастного изме-
нения полостей или сосудов Кроме того, они рас-
пространяются с помощью кровотока в организме
и могут изменять видимость органов и тканей В
исключительных случаях, такие вещества связы-
ваются с определенными структурами в теле
и/или активно транспортируются и/или экс-
кретируются (выделяются) последними Таким
путем, в индивидуальных случаях функции могут
быть также сделаны видимыми и могут быть ис-
пользованы для диагностики заболеваний

В противоположность этому, ядерная диагно-
стика основана на веществах, которые могут сами
по себе делаться видимыми В этом случае ра-
диоактивные изотопы, которые излучают радиа-
цию в большом диапазоне, вводят в организм
Распространение этих веществ в организме мож-
но проследить с помощью подходящих детекто-
ров Преимущество ядерного медицинского спо-
соба заключается в высокой эффективности при
низкой дозе посылающих сигнал радиоактивных
веществ, обозначаемых как радиофармацевтиче-
ские средства

Если используют изотопы, которые выделяют
а- или [3-излучение или другие токсичные продук-
ты разложения, эффективные в ткани, то радио-
фармацевтические средства могут быть также
использованы для терапевтических целей, напри-
мер, для деструкции опухолей Такого же эффекта
можно достигнуть тем, что неопасные изотопы или
вещества вводят в организм и превращают только
там путем, например, облучения нейтронами или
рентгеновскими лучами, ультразвуком или радио-
волнами, в терапевтически эффективную форму

Общая проблема заключается в диагностике и
локализации патологических изменений за имею-
щееся в распоряжении время, при котором нет
ясных изменений формы, строения и кровообра-
щения в органах и тканях, о которых идет речь

Такая диагностика и постоянное наблюдение име-
ет важное значение, например, в случае опухоле-
вых заболеваний, включая поиск метастаз, оценку
дефицита снабжения тканей кислородом, и в слу-
чае некоторых инфекций, и также метаболических
заболеваний

В настоящее время имеющиеся терапевтиче-
ские и визуализирующие диагностические методы
значительно зависят от доступности фармацевти-
ческих препаратов, которые аккумулируются в
местах патологических нарушений, которые не-
возможно определить другим путем

Контрастными средами, коммерчески доступ-
ными в данное время, преимущественно являются
так называемые неспецифические препараты
Они пассивно распространяются в пространствах,
в которые их вводят, например, путем инъекции

В прошлом были идентифицированы многие
вещества и классы веществ, которые могут про-
являть специфичность или, как можно предполо-
жить, имеют специфичность в отношении их рас-
пространения в живом организме Таким
примерами, помимо антител, пектинов, являются
все типы рецептор-связанных веществ, клетки,
мембраны и компоненты мембран, нуклеиновые
кислоты, природные метаболиты и их производ-
ные, а также большое количество фармацевтиче-
ских веществ Пептиды изучались и также подле-
жат исследованию с особым вниманием

В Пат США №4707352 рассматривается спе-
циальный способ маркировки комплексообразую-
щих молекул радиоактивными изотопами, но не
описаны приемлемые комплексообразующие
агенты для связывания ионов металла

В ЕР-А-0285057 раскрываются конъюгаты-
нуклеотидкомплексообразующий агент, которые
не пригодны из-за in vivo нестабильности исполь-
зуемых нуклеотидов в качестве in vivo диагности-
ческих или терапевтических средств и которые,
кроме того, с трудом удовлетворяют другим тре-
бованиям совместимости и фармакокинетики

Во многих патентах США, таких как, например,
Пат США 4707440, речь идет о модифицирован-
ных полимерах, которые имеют определенную
химическую группу Полимеры могут представлять
собой полинуклеотиды и олигонуклеотиды, но они
ни стабилизированы против деградации встре-
чающимися в природе нуклеазами, ни отобраны
специальным способом, для этого их специфиче-
ски связывают с высоким связующим сродством
со структурами-мишенями Конкретные варианты
воплощения этих детектируемых молекул упоми-
наются в Пат США №2843122 и 4943523 Индиви-
дуальный нуклеотид, модифицированный таким
путем, заявлен в Пат США №4952685 Использо-
вание этих средств в способах визуализации рас-
крывается в Пат США 4849208

Целью данного изобретения является получе-
ние специфически связывающихся диагностиче-
ских средств для обнаружения структур-мишеней,
с помощью которых, например, становится воз-
можным визуализация органов, тканей и их пато-
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логических изменений in vitro и in vivo

Найдено, что эта цель может быть достигнута
при помощи конъюгатов нуклеотидов, которые
помимо олигонуклеотид ного радикала, имеют
комплексообразующий агент, связанный непо-
средственно или с помощью связующего компо-
нента, и чей олиго-нуклеотидный радикал моди-
фицирован так, чтобы предотвратить или, по
крайней мере, значительно ингибировать дегра-
дацию встречающимися в природе нуклеазами

Целью изобретения являются
1 Конъюгаты олигонуклеотидов, состоящие из

олигонуклеотидного радикала N и п заместителей
(В-К), в которых В обозначает непосредственную
связь или соединяющий компонент с олигонуклео-
тидным радикалом, и К означает комплексообра-
зующий агент или комплекс радиоактивных изото-
пов металла, или стабильных изотопов, которые

- превращаются в радиоактивные изотопы при
помощи внешнего облучения,

- превращают внешнее облучение в облуче-
ние различного качества, различного энергетиче-
ского содержания и/или различной длины волны,
элементов под атомными номерами 5, 21 - 29, 31,
39, 42 - 44, 49, 57 - 33 или 85, при этом олигонук-
леотид ный радикал N представляет модифика-
цию, которая предотвращает или, по крайней ме-
ре, значительно ингибирует деградацию
имеющимися в природе нуклеазами

2 В предпочтительном варианте воплощения,
конъюгаты олигонуклеотидов данного изобрете-
ния имеют общую формулу (1)

N-(B-K)n(1)
в которой N представляет олигонуклеотид

с высоким связующим сродством, который специ-
фически связывается со структурами-мишенями, и
имеет модификации, которые значительно пони-
жают деградацию встречающимися в природе
нуклеазами,

В есть химическая связь или соединяющий
компонент, который обеспечивает связь между N
и К, и

К есть комплексообразуюший лиганд, который
может содержать посылающий-сигнал или тера-
певтически активный элемент, и

п - целое число от 1 до 10
3 Соединение по п п 1 или 2, в котором N

представляет олигонуклеотид с от 5 до 200 нук-
леотидами, в котором

а) 2'-положение сахаридного звена, независи-
мо одно от другого, занято следующими группами

группа OR, в которой
R означает алкильный радикал с 1 до 20 угле-

родными атомами, который произвольно содержит
вплоть до 2 гидроксильных групп, и который про-
извольно прерывается 1 - 5 кислородными атома-
ми

атом водорода,
гидроксильная группа,
атом фтора,
аминовый радикал,
аминовая группа,
и гидроксильные группы, присутствующие в

концевых положениях 3' и 5', независимо одна от
другой, произвольно этерифицированы радикалом
R и/или

b) фосфодизфиры, которые необязательно
используются в качестве межнуклеотидной связи,
независимо друг от друга, замешены фосфортио-
атами, фосфордитиоатами, и/или алкилфосфона-
тами, предпочтительно метил фосфонатом, и/или

c) концевые радикалы в 3'- и 5'-положениях
связаны внутримолекулярно один с другим при
помощи межнуклеотидной связи, как описано в Ь)
и/или

d) он содержит межнуклеотидную связь, как
описано в Ь), которая связывает З'-З'- или 5'-5'-
положение и/или

e) он содержит фосфодиэфирную связь, опи-
санную в Ь), которая соединяет, подобно сложно-
эфирной, два тимидина при помощи С2-С20 гидро-
ксиалкильного радикала соответственно в 3-
положении или соединяет аналогично замещен-
ный тимидиновый радикал, подобно сложноэфир-
ной, с гидроксильной группой другого сахара в 2'
или 3'- или 5'-положении и/или

f) концевые радикалы в 3'- и 5'-положениях
содержат межнуклеотидные связи, произвольно
модифицированные как описано в Ь)

4 Соединение по п 3, в котором олигонуклео-
тид N включает от 15 до 100 нуклеотидов

5 Соединение по п п 1 - 4, в котором N явля-
ется олигонуклеотидом с высоким связующим
сродством, который специфически связывается со
структурами-мишенями с высоким связующим
сродством, и который может быть получен тем,
что смесь олиго-нуклеотидов, содержащую стати-
стические последовательности, вводят вместе со
структурой-мишенью, и некоторые олигонуклеоти-
ды проявляют повышенное сродство к структуре-
мишени относительно смеси олигонуклеотидов,
последний отделяют от остатка олигонуклеотид-
ной смеси, затем олигонуклеотиды с повышенным
сродством к структуре-мишени амплифицируют,
чтобы получить смесь олигонуклеотидов, которая
имеет большое количество олигонуклеотидов,
которые связываются на структурах-мишенях

6 Соединения, описанные в п п 1 - 5, в кото-
рых N есть олигонуклеотид с высоким связующим
сродством, который специфически связывается со
структурами-мишенями, и которые могут быть по-
лучены тем, что

a) сначала путем химического синтеза полу-
чают ДНК цепь, так что на З'-конце эта ДНК цепь
содержит определенную последовательность,
которая комплементарна промотору для РНК-
полимеразы и в то же самое время комплемен-
тарна праймеру по-лимеразно-цепьевой реакции
(PCR), и так что эта ДНК цепь содержит опреде-
ленную последовательность на 5'-конце, которая
комплементарна праймерной последовательности
для полимеразно-цепьевой реакции, и последова-
тельность между данными определенными после-
довательностями содержит статистическую по-
следовательность,

b) ДНК цепь транскрибируют в комплементар-
ную РНК цепь с помощью РНК-полимеразы, и нук-
леотиды предлагаются полимеразе, которые мо-
дифицированы в 2-положении рибозного звена,

c) РНК олигонуклеотиды, полученные таким
путем, вводят вместе со структурой-мишенью, с
которой олигонуклеотид должен быть специфиче-
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ски связан, и тем, что

d) те олигонуклеотиды, которые связаны со
структурой-мишенью, отделяют сначала вместе со
структурой-мишенью от несвязывающихся нук-
леотидов, и затем связанные нуклеотиды снова
отделяют от структуры-мишени, и тем, что

e) эти структура-мишень-специфические РНК
олигонуклеотиды подвергают транскрибированию
с помощью обратной транскриптазы в комплемен-
тарную ДНК цепь, и тем, что

f) эти ДНК цепи амплифицирую полимеразно-
цепной реакцией с использованием определенных
праймерных последовательностей, и тем, что

д) ДНК олигонуклеотиды, амплифированные
таким путем, затем подвергают транскрибирова-
нию снова с помощью РНК-полимеразы и моди-
фицированных нуклеотидов в РНК-
олигонуклеотиды, и тем, что

п) вышеупомянутые стадии отбора с) - д) про-
извольно повторяют до тех пор, пока олигонуклео-
тиды, которые отличаются высоким связывающим
сродством к структуре-мишени, не будут доста-
точно отобраны, и тогда последовательности по-
лученного таким путем олигонуклеотида произ-
вольно могут быть способными к определению

7 Соединение по п 6, в котором структуру-
мишень выбирают среди макромолекул, тканевых
структур высших организмов, таких как животные
или люди, органы или части органов животного
или человека, клетки, опухолевые клетки или опу-
холи

8 Соединение по п п 1 - 7 , в котором соеди-
няющий компонент(ы) В связан (связаны)

a) с 4'-концом олигонуклеотидного радикала N,
уменьшенном в 4'-положении на СНг-ОН группу
и/или

b) с З'-концом олигонуклеотидного радикала N,
уменьшенном в З'-положении на атом водорода
и/или

c) с фосфодиэфирным мостиком(ами),
уменьшенным на ОН группу(ы), каждый между
двумя нуклеотидами и/или

d) с 1 до 10 нуклеоснованием(ями), кото-
рое(ые) уменьшено на атом водорода, соответст-
венно, в 5-, 3-положении(ях) и/или на амино груп-
пу(ы) в 2-, 4- и 6-положении(ях)

9 Соединение по п п 8а) или 8Ь), в котором В
имеет общую формулу X-Y-Z1, который по X сто-
роне связан с комплексообразующим агентом или
комплексом и по Z стороне связан с олигонуклео-
тидом, в котором

X обозначает непосредственную связь, -NH
или -S группу,

Y обозначает неразветвленную-цепную, раз-
ветвленную-цепную, насыщенную или ненасы-
щенную С1-С20 алкиленовую цепь, которая произ-
вольно содержит 1 - 2 циклогексилен, 1 - 5 имино,
1 - 3 фенилен, 1 - 3 фениленимино, 1 - 3 фениле-
нокси, 1 - 3 гидроксифенилен, 1 - 5 амиде, 1 - 2
гидразидо, 1 - 5 карбонил, 1 - 5 этиленокси, уреи-
до, тиоуреидо, 1 - 2 карбоксиалкилимино, 1 - 2
сложно-эфирные группы,

1 - 3 группы Аг, в которых Аг обозначает на-
сыщенное или ненасыщенное 5- или 6-членное
кольцо, которое произвольно содержит 1 - 2 гете-
роатома, выбранные из азота, кислорода и серы
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и/или 1 - 2 карбонильные группы, 1 - 1 0 атомов
кислорода, 1 - 5 атомов азота и/или 1 - 5 атомов
серы, и/или произвольно замещена 1 - 5 гидрокси,
1 - 2 меркапто, 1 - 5 оксо, 1 - 5тиоксо, 1 - 3 карбок-
си, 1 - 5 карбокси-Сі-С4 алкильными, 1 - 5 сложно-
эфирными, 1 - 3 амино, 1 - 3 гидрокси-Сі-С4 ал-
кильными, 1 - З С1-С7 алкокси группами, и

Z1 обозначает -CONH-CH2-4', -NH-CO-41, -О-
P(O)R'-NH-CH2-4', -O-P(O)R'-O-CH2-4', -O-P(S)R'-O-
3', или -O-P(O)R'-O-3', где 4' или 3' указывают на
связь с концевым сахарид-ным звеном(ями) и R'
обозначает О-, S-, Сі-Сє алкильную или NR2R3

группу, причем R2 и R3 обозначают водород и d -
С4 алкильные радикалы

В качестве циклических структур (Аг), особен-
но пригодными являются циклические насыщен-
ные или ненасыщенные алкилены с 3 до 6, осо-
бенно 5 или 6 с атомами, которые произвольно
содержат гетероатоми, такие как N, S или О В
качестве примеров могут быть упомянуты цикло-
пентилен-, пирролилен-, фуранилен-, тиофени-
лен-, имидазолилен-, тиазолилен-, пиразолилен-,
пиррол ид илен-, пиридилен-, пиримидилен-, ма-
леинимидилен- и фталимидиленовые группы

10 Соединение по п 8с), в котором В имеет
общую формулу X-Y-Z2, который связан по X сто-
роне с комплексообразующим агентом или ком-
плексом и по Z стороне с олигонуклеотидом, в
котором

Z2, в мостике, связывающем два соседних са-
харидных звена,

и/ ил и

обозначает группу -NH2-, -О- или -S-, и X, Y и
R2 имеют значения, указанные в пункте 9

В качестве радикала Y, соединяющего компо-
нента Z1-Y-X (согласно п 9) или Z2-Y-X (согласно
п 10), можно упомянуть в качестве примеров ра-
дикалы

- C H S - ,

- i C H j ) s - E i H - C S - H K - C s H , - C H , - , - ( С К і і г - Ш - С О - С Н , - ,

- t C K ^ - b - H - C O - O V C H j - , - t C H j ) , - , - < C E j ) s - , - ( C K j h

- *CHj) , - S - {CH :) , - - (CHj) , - Щ - С О - , - {CH,S 5 - N H - C O - ,

- {СЧ,} , - S - (CEji - Ш - С 0 , - fCHj) ( - S - (CH,) , - K H - C O - ,

-(СН2)б S-(CH2)2-C=CH-CH=CH-C-CH2-O-(CH2}s-
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11 Соединение по п 3d), в котором В имеет
общую формулу X-Y-Z3, в которой Z3 обозначает -
NH группу или непосредственную связь с нуклео-
снованием и X и Y имеют значение, указанное в
п 9

В к а ч е с т в а примеров можно упомянуть радикалы _ Q J „J-Q

НН-СКІ-СНІОНІ-СК*-, -зян-со»скг-со-гщ-ас,-сн{ош-снг-,
-CO-NH-CKJ-CHJ-KH-, -CHJ-S-CHJ-CHJ-HH-, -CHJ-S-CHJ-CHJ-,

-fCHj),-S-CHj-CHs-MH-r -CO-CHJ-S-CHJ-CHJ-HH-, -CO-CHj-S-
f C H i ) s - N H - , -CH=.CH-CO-KH-CHi-CH,-NH-, - С Н ^ С Н - С Н , - Ы Н - ,

- C s C - C H j - Ы Н - o r - C O - C H j - C i ^ - K H - C H j - C H j - i i H -

B качестве связывающих мест в случае пури-
новых оснований, особенно пригодно 8-
положение, а в случае пиримидиновых оснований,
особенно пригодно 5-положение В этом случае,
чисто формально, атом водорода соответствую-
щего основания замешен радикалом В-К Но связь
может осуществляться, кроме того, с помощью
амино групп, необязательно содержащихся в 2-, 4-
или 6-положении, так, например, при помощи 2-
амино группы в гуанине, с помощью 6-амино груп-
пы в аденине или с помощью 4-амино группы в
цитозине В этом случае, атом водорода соответ-
ствующей амино группы, соответственно, заме-
щен радикалом В-К

12 Соединения по одному из предшествую-
щих п п , в которых комплекс металла, в качестве
визуализирующего элемента, содержит радиоак-
тивный изотоп, выбранный из элементов меди,
висмута, технеция, рения или индия

13 Изобретение, кроме того, включает способ
обнаружения структуры-мишени, в котором одно
или более из соединений по одному из предшест-
вующих п п вносят вместе in vivo или in vitro с об-
разцом, подлежащим исследованию, и который
основан на сигнале, с помощью которого опреде-
ляют, присутствует ли в образце структура-
мишень, на которой олигонуклеотид связан спе-
цифически и с высоким связывающим родством, а
также

14 Способ неинвазивной диагностики заболе-
ваний, в котором одно или более из соединений
по одному из п п 1 - 12 вносят вместе со структу-
рой-мишенью, подлежащей исследованию in vivo,
и основанном на сигнале, с помощью которого
определяют, присутствует ли в организме, подле-
жащем изучению, структура-мишень, с которой
олигонуклеотид специфически связан

15 Целью изобретения также является ис-
пользование соединения по п п1 - 12 в радиоди-
агностике и/или в радиотерапии, а также

16 Диагностический набор для in vivo или vitro
определения структур-мишеней, и этот диагности-
ческий набор содержит, по крайней мере, одно
соединение по одному из п п 1 -12

17 Соединение по одному из п п 1 - 4, в кото-
ром N представляет собой не встречающийся в
природе олигонуклеотидный лиганд, имеющий
специфическое связывающее сродство к молеку-
ле-мишени, причем такая молекула-мишень имеет
трехмерную химическую структуру, другую, чем
полинуклеотид, которая связывается с указанным
олигонуклеотидным лигандом посредством меха-
низма, который преимущественно зависит от спа-

4 8 1 4 0 1 4

ривания оснований Уотсона-Крика (Watson/Crick)
или от тройного спирального связывания, где ука-
занный олигонуклеотидный лиганд не является
нуклеиновой кислотой, имеющей известную фи-
зиологическую функцию, будучи связанным с мо-
лекулой-мишенью

Если предлагаемые конъюгаты должны быть
использованы в качестве диагностического агента,
то комплексообразующий агент(ы) содержит (со-
держат) визуализирующий радиоактивный изотоп
элементов с атомными номерами 21, 26 - 27, 29,
31, 43 или 49, предпочтительно 43 или 49 Если
предлагаемые конъюгаты должны быть использо-
ваны в качестве терапевтического агента, то по-
мимо вышеупомянутых элементов, также подхо-
дят изотопы элементов с атомными номерами 5,
22 - 25, 28, 42, 44, 57 - 83 и 85 Вне радиоактивных
вышеупомянутых элементов, особенно пригодны-
ми в области лечения являются стабильные изо-
топы, которые

a) превращаются с помощью внешнего облу-
чения в радиоактивные изотопы,

b) превращают внешнее облучение в облуче-
ние различного качества, различного энергетиче-
ского содержания и/или различной длины волны

Число визуализирующих или терапевтически
эффективных заместителей В-К, связанных с оли-
гонуклеотидным радикалом, с одной стороны, ог-
раничивается величиной олигонуклеотида, но оно
не бывает выше 10 Согласно изобретению, пред-
почтителен один или два заместителя В-К

В принципе величина олигонуклеотидного ра-
дикала N не ограничена Для данного изобрете-
ния, олигонуклеотиды с 5 до 600 нуклеотидов яв-
ляются пригодными к употреблению, особенно
предпочтительны олигонуклеотиды с 15 до 100
нуклеотидами

Олигонуклеотиды, годные к употреблению, со-
гласно изобретению являются стабилизирован-
ными против деградации нуклеазами, встречаю-
щимися in vivo

Немодифицированные олигонуклеотиды или
полинуклеотиды расщепляются in vivo эндонук-
леазами и эксонуклеазами Реакция деградации в
РНК ряде начинается с активации 2-гидрокси
группы Другими катаболитическими ферментами
являются, например, рибозимы, которые расщеп-
ляют фосфодиэфирную связь RNS (смотри Sci-
ence 261, 709 (1993)) In vivo стабильность RNS
производных можно увеличить частичным или
полным замещением 2-гидроксильной группы дру-
гими заместителями Такими заместителями яв-
ляются, например, алкокси группы, особенно ме-
токси группа (смотри, например, Chem Pharm
Bull 13, 1273 (1965), Biochemistry 10, 2581 (1971),
атом водорода, атом фтора (смотри, например,
Can J Chem 46, 1131 (1986) или амино группа
(смотри, например, J Org Chem 42, 714 (1977)
Некоторые из этих заместителей, а также другие,
могут быть введены в 2'-положение, используя
способы, раскрываемые в заявке на Пат США
Сер №08/264029, поданной 22 июня 1994 Другие
возможности для стабилизации межнуклеотидной
связи заключаются в замещении одного или двух,
атомов кислорода в фосфодиэфирном мостике
при образовании фосфотиоатов (Trends Biochem
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Sci 14, 97 (1989)) или фофсфородитиоатов (J
Chem Soc, Chem Commun 591 (1993) и Nucleic
Acids Res 12, 9095 (1984) и в использовании ал-
килфосфонатов вместо фосфодиэфиров (Ann
Rep NY Acad Sci 507,220(1988))

Стабилизация может быть достигнута, когда
гидроксильные группы в 2'-положении рибозных
звеньев, независимо друг от друга, модифициро-
ваны Такую модификацию можно обеспечить за-
мещением этой гидроксильной группы OR груп-
пой, атомом галоида, особенно атомом фтора,
атомом водорода или аминовым радикалом, осо-
бенно амино группой Радикал R алкокси группы
обозначает в этом случае неразветвленный-
цепной или разветвленный-цепной алкильный
радикал с 1 - 20 С атомами, такой как метил, этил,
пропил, изопропил, бутил, трет-бутил, пентил или
гексил или циклический незамещенный или заме-
щенный алкильный радикал с 4 - 20 С атомами,
такой как циклопентил или циклогексил, которые
произвольно содержат 1 - 2 гидрокси группы, и
произвольно прерываются 1 - 5 атомами кислоро-
да Стабилизация также повышается, так как при-
сутствующие гидроксильные группы в 3'- и 5'-
положениях произвольно этерифицированы

Другая (возможность стабилизации) стабили-
зация полинуклеотида достигается тем, что фос-
фодиэфиры, подлежащие использованию в каче-
стве межнуклеотидной связи, замещают частично
или полностью, и независимо друг от друга, фос-
форотиоатами, фосфородитиоатами или алкил-
фосфонатами, особенно предпочтительно низши-
ми алкилфосфонатами, такими как, например,
метилфосфонат Эти межнуклеотидные связи мо-
гут быть также связаны с концевыми радикалами в
3'- и 5'-положениях или же также могут соединять
З'-З'- или 5'-5'-положения Фосфодиэфирная связь
делает возможным дополнительное связывание
гидроксиалкильными радикалами, которые при-
сутствуют при азотных или углеродных атомах
нуклеоснований, так, например, два тимидина
могут быть связаны гидроксиалкильными цепями,
присутствующими в 3 положении или два пурино-
вых основания радикалами, присутствующими в 8-
положениях Связывание может также происхо-
дить с гидроксильными группами в 2'- или 3'- или
5'-положении

Модифицированные межнуклеотидные связи
могут необязательно иметь место предпочтитель-
но на концах полинуклеотида, и они особенно
предпочтительно связывают с тимидином

Согласно данному изобретению, используе-
мые олигонуклеотидные радикалы N не ограничи-
ваются специфическими олигонуклеотидными
последовательностями Но предпочтительными
являются те олигонуклеотиды, которые специфи-
чески связываются с высоким связывающим срод-
ством со структурами-мишенями, за исключением
нуклеиновой кислоты

Способ идентификации подходящих олиго-
нуклеотидов, которые требуются в качестве ис-
ходных веществ для конъюгатов предлагаемого
изобретения, описан в Пат США 5270163 Этот
способ, названный SELEX, может быть использо-
ван для того, чтобы получить лиганд нуклеиновой
кислоты для любой требуемой молекулы-мишени
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SELEX способ включает отбор из смеси кан-
дидатов-олигонуклеотидов и ступенчатые итера-
ции связывания, разделения и амплификации,
используя одну и ту же общую схему отбора для
того, чтобы достичь фактически требуемого кри-
терия связывающего сродства и селективности
Исходя из смеси нуклеиновых кислот, предпочти-
тельно включающей сегмент статистической по-
следовательности, SELEK способ включает ста-
дии контактирования смеси с мишенью в
условиях, благоприятных для связывания, разде-
ления несвязанных нуклеиновых кислот от тех
нуклеиновых кислот, которые специфически свя-
зались с молекулами-мишенями, диссоциации
комплексов нуклеиновая кислота-мишень, ампли-
фикации нуклеиновых кислот, диссоциированных
из комплексов нуклеиновая кислота-мишень, с
получением лиганд-обогащенной смеси нуклеино-
вых кислот, затем повторная итерация стадий
связывания, разделения, диссоциации и ампли-
фикации с таким количеством циклов, сколько
требуется для того, чтобы получить высоко спе-
цифические, лиганды с высоким сродством нук-
леиновой кислоты к молекуле-мишени

Основной SELEX способ был модифицирован,
чтобы достичь ряда конкретных целей Например,
заявка на Пат США Сер №07/960093, поданная
14 октября 1992, раскрывает использование
SELEX в конъюгации при электрофорезе в геле
для отбора молекул нуклеиновой кислоты со спе-
цифическими структурными характеристиками,
такую как изогнутая ДНК Заявка на Пат США Сер
№08/123935, поданная 17 сентября 1993, раскры-
вает способ на основе SELEX для селекции ли-
гандов нуклеиновой кислоты, содержащих фото-
реакционноспособные группы, способные к
связыванию и/или фотосшиванию с молекулой-
мишенью и/или способных фотоинактивироваться
молекулой-мишенью Заявка на Пат США Сер
№08/134028, поданная 7 октября 1993, раскрыва-
ет способ идентификации высокоспецифических
лигандов нуклеиновой кислоты, способных разли-
чать близкородственные молекулы, получивший
название Couter-SELEX Заявка на Пат США Сер
№08/143564, поданная 25 октября 1993, раскры-
вает способ на основе SELEX, который обеспечи-
вает достаточно высокое разделение между оли-
гонуклеотидами, имеющими высокое и низкое
сродство к молекулам-мишеням Заявка на Пат
США Сер №07/964624, поданная 21 октября 1992,
раскрывает способы получения улучшенных ли-
гандов нуклеиновой кислоты после проведения
SELEX Заявка на Пат США Сер №08/400440,
поданная 8 марта 1995, раскрывает способы ко-
валентного связывания лиганда с его мишенью

SELEX способ охватывает идентификацию ли-
гандов нуклеиновой кислоты с высоким сродст-
вом, содержащих модифицированные нуклеоти-
ды, придающие улучшенные характеристики
лиганду, такие как повышенная in vivo стабиль-
ность или улучшенные характеристики доставки К
примерам таких модификаций относятся химиче-
ские замещения на рибозном заместителе и/или
фосфатном и/или основном заместителях SELEX-
идентифицированные лиганды нуклеиновой ки-
слоты, содержащие модифицированные нуклео-
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тиды, раскрываются в заявке на Пат США Сер
№08/117991, поданной 8 сентября 1993, которая
описывает олигонуклеотиды, содержащие произ-
водные нуклеотида, химически модифицирован-
ные в 5- и 2'-положениях пиримидинов В заявке
на Пат США Сер №08/134028, указано выше,
раскрываются высокоспецифичные лиганды нук-
леиновой кислоты, содержащие один или более
нуклеотидов, модифицированных 2'-амино (2-
NH2), 2-фторо (2'-F), и/или 2'-О-метилом (2'-ОМе)
В заявке на Пат США Сер №08/264029, поданной
22 июня 1994, раскрываются олигонуклеотиды,
содержащие различные 2-модифицированные
пиримидины

SELEX способ включает в себя объединение
отобранных олигонуклеотидов с другими отобран-
ными олигонуклеотидами и неолигонуклеотидны-
ми функциональными единицами, описанными в
заявках на Пат США Сер №08/284063, поданной
2 августа 1994, и Сер №08/234997, поданной 28
апреля 1994, соответственно Эти заявки допус-
кают комбинацию широкого ряда форм и других
свойств, и эффективных свойств амплификации и
репликации, олигонуклеотидов с желательными
свойствами других молекул

В своей наиболее главной форме SELEX спо-
соб может быть охарактеризован следующими
стадиями

1) Получают смесь нуклеиновых кислот раз-
личной последовательности Смесь обычно вклю-
чает области фиксированных последовательно-
стей (т е, каждый из представителей смеси
содержит одни и те же последовательности в од-
ном и том же месте расположения) и области ста-
тистических последовательностей Области фик-
сированных последовательностей выбирают либо
(а) чтобы помогать в стадиях амплификации, опи-
санных ниже, (Ь) чтобы имитировать известную
последовательность, которая связывается с ми-
шенью, либо увеличить концентрацию данного
структурного расположения (порядка чередова-
ния) нуклеиновых кислот в смеси Статистические
последовательности могут быть статистическими
полностью (то есть вероятность нахождения осно-
вания в любой позиции составляет одну четвер-
тую) или только частично статистическими (на-
пример, вероятность нахождения основания в
любой позиции может быть выбрана на любом
уровне между 0 и 100 процентами)

2) Смесь контактирует с выбранной мишенью
при условиях, благоприятных для связывания ме-
жду мишенью и представителями смеси В этих
обстоятельствах, взаимодействие между мише-
нью и нуклеиновыми кислотами смеси-кандидата
можно рассматривать как образование пар нук-
леиновая кислота-мишень между мишенью и теми
нуклеиновыми кислотами, которые имеют самое
сильное сродство к мишени

3) Нуклеиновые кислоты с самым сильным
сродством к мишени отделяют от нуклеиновых
кислот с меньшим сродством к мишени Из-за то-
го, что в смеси-кандидате существует лишь чрез-
вычайно малое число последовательностей (и
возможно только одна молекула нуклеиновой ки-
слоты), соответствующих нуклеиновым кислотам с
самым высоким сродством, обычно желательно
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установить критерии разделения такие, что суще-
ственное количество нуклеиновых кислот в смеси-
кандидате (приблизительно 5 - 50%) сохраняется
во время разделения

4) Эти нуклеиновые кислоты, отобранные во
время разделения, как имеющие относительно
более высокое сродство к мишени, затем ампли-
фицируют, создавая новую смесь, которая обога-
щена нуклеиновыми кислотами, имеющими отно-
сительно более высокое сродство к мишени

5) Повторяя стадии разделения и амплифика-
ции, указанные выше, заново образованная смесь
содержит меньше и меньше последовательно-
стей, и средняя степень сродства нуклеиновых
кислот к мишени обычно увеличивается Наконец,
SELEX способом получают смесь, содержащую
одну или небольшое число нуклеиновых кислот,
представляющих те нуклеиновые кислоты из ис-
ходной смеси, которые имеют наивысшее сродст-
во к молекуле-мишени

SELEX патенты и заявки на патент описывают
и тщательно разрабатывают этот способ в дета-
лях Здесь же изложены мишени, которые могут
быть использованы, способы разделения нуклеи-
новых кислот в смеси-кандидате, и способы уве-
личения разделенных нуклеиновых кислот, чтобы
генерировать обогащенную смесь-кандидат
SELEX патенты и заявки на патент, кроме того,
описывают лиганды, получаемые с рядом видов
мишеней, включая как белковые мишени, где бе-
лок является белком, связывающим нуклеиновую
кислоту, так и белковые мишени, где белок не яв-
ляется белком, связывающим нуклеиновую кисло-
ту Поэтому SELEX способ может быть использо-
ван для того, чтобы обеспечить высоко-аффинные
лиганды молекулы-мишени

Молекулы-мишени являются предпочтительно
белками, но могут также включать, среди других,
карбогидраты, пептидогликаны и ряд небольших
молекул Как и в случае белковых антител, анти-
тела нуклеиновых кислот (олигонуклеотидные
лиганды) могут быть применены для торпедиро-
вания биологических структур, таких как поверх-
ности клеток или вирусы, посредством специфи-
ческого взаимодействия с молекулой, которая
является неотъемлемой частью той биологиче-
ской структуры Олигонуклеотидные лиганды вы-
годны тем, что они не ограничены собственной
толерантностью, как обычные антитела Кроме
того, антитела нуклеиновых кислот не требуют
животных и клеточных культур для синтеза или
получения, поскольку SELEX есть полностью in
vitro способ Известно, нуклеиновые кислоты могут
связываться с комплементарными последова-
тельностями нуклеиновых кислот Это свойство
нуклеиновых кислот широко используют для опре-
деления, подсчета и выделения молекул нуклеи-
новых кислот Таким образом, способы данного
изобретения, как полагают, не включают эти хо-
рошо известные способности к связыванию между
нуклеиновыми кислотами В частности, способы
данного изобретения, относящиеся к использова-
нию антител нуклеиновых кислот, не включают
известные связывающие сродства между молеку-
лами нуклеиновых кислот Известно, что ряд бел-
ков функционирует путем связывания с нуклеино-
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выми последовательностями, такие как регуля-
торные белки, которые связываются с нуклеино-
выми последовательностями оператора Такая
способность некоторых нуклеиновых кислот, свя-
зывающих белки, связываться с их природными
сайтами, например, применена для определения,
подсчета, изоляции и очистки таких белков Спо-
собы данного изобретения, относящиеся к ис-
пользованию олигонуклеотидных лигандов, как
полагают, не включают известное связывающее
сродство между белками, связывающими нуклеи-
новую кислоту, и последовательностями нуклеи-
новых кислот, с которыми они, как известно, свя-
зываются Однако, используя SELEX, могут быть
разработаны новые, не встречающиеся в природе
последовательности, которые связываются с теми
же белками, связывающими нуклеиновые кисло-
ты В частности, олигонуклеотидные лиганды дан-
ного изобретения связываются с такими молеку-
лами-мишенями, которые включают (содержат)
трехмерную химическую структуру, другую чем
полинуклеотид, которая связывается с указанным
олигонуклеотидным лигандом через механизм,
который преимущественно зависит от спаривания
оснований Уотсон-Крика или образования тройной
спирали, где указанный олигонуклеотидный ли-
ганд не является нуклеиновой кислотой, имеющей
известную физиологическую функцию будучи свя-
занной молекулой-мишенью

Следует иметь в виду, что SELEX позволяет
очень быстро определять последовательности
нуклеиновых кислот, которые могут связываться с
белком и, таким образом, может быть легко ис-
пользован для определения структуры неизвест-
ного оператора и последовательностей связующе-
го сайта, и эти последовательности затем могут
быть применены для описываемых здесь приме-
нений SELEX, таким образом, представляет со-
бой общий способ использования молекул нук-
леиновой кислоты для определения, подсчета,
изоляции и очистки белков, которые, как известно,
не связывают нуклеиновые кислоты Кроме того,
некоторые антитела нуклеиновых кислот, выде-
ляемые с помощью SELEX, могут также приме-
няться для воздействия на функцию, например,
ингибировать, усиливать или активировать функ-
цию, конкретных молекул-мишеней или структур
В частности, антитела нуклеиновых кислот могут
применяться для ингибирования, усиления или
активации функции белков

Олигонуклеотиды, используемые в конъюга-
тах согласно изобретению, получают в предпочти-
тельном варианте воплощения согласно описан-
ному ниже способу

Так, подходящие олигонуклеотиды могут быть
получены тем, что смесь олигонуклеотидов, со-
держащую статистические последовательности,
вносят вместе со структурой-мишенью, и некото-
рые олигонуклеотиды демонстрируют повышен-
ное сродство к структуре-мишени относительно
смеси олигонуклеотидов, последние отделяют от
остатка олигонуклеотидной смеси, затем олиго-
нуклеотиды с повышенным сродством к структуре-
мишени амплифицируют с получением смеси оли-
гонуклеотидов, которая демонстрирует повышен-
ное содержание олигонуклеотидов, которые свя-

заны со структурами-мишенями
В способе сначала получают ДНК цепь подхо-

дящим путем с помощью химического синтеза На
З'-конце эта ДНК цепь имеет известную последо-
вательность, которую используют как промотор
для РНК-полимеразы, и в то же время эта после-
довательность комплементарна праймерной по-
следовательности для полимеразно-цепьевой
реакции (PCR, ПЦР) В особенно предпочтитель-
ной варианте воплощения, в этом случае, включен
промотор для Т7 РНК-полимеразы Затем на про-
моторе синтезируют статистическую последова-
тельность Статистическая последовательность
может быть получена тем, что подходящие четыре
основания вводят в машину синтеза в том же са-
мом отношении Таким образом, получают полно-
стью статистические ДНК последовательности В
предпочтительном варианте воплощения длина
статистической последовательности составляет
около 15 до 100 нуклеотидов Другую ДНК после-
довательность, которая может быть использована
для полимеразно-цепьевой реакции (PCR), синте-
зируют на этом ДНК участке со статистической
последовательностью

После синтеза этой ДНК цепи последнюю
транскрибируют в комплементарную РНК цепь с
помощью РНК полимеразы В предпочтительном
варианте воплощения, в этом случае, используют
Т7 РНК полимеразу При транскрипции, нуклеоти-
ды, которые модифицированы, представляют РНК
полимеразе В особенно предпочтительном вари-
анте воплощения рибозу модифицируют в 2-
положении В этом случае может быть включено
замещение атома водорода или гидроксильной
группы алкокси группой, предпочтительно меток-
си, амино или фтором РНК олигонуклеотиды, по-
лученные этим способом, затем используют в се-
лекции

В селекционном способе РНК олигонуклеоти-
ды смешивают (вносят) вместе со структурой-
мишенью Как полагают, структура-мишень озна-
чает структуру, с которой олигонуклеотид должен
связываться специфически и с высоким сродст-
вом

Такими структурами являются, например,
макромолекулы, тканевые структуры высших ор-
ганизмов, таких как животные или люди, органы
или части органов, клетки, в частности, опухоле-
вые клетки или опухоли

В этой связи, структура-мишень не должна
быть в абсолютно чистой форме, она может также
присутствовать на встречающемся в природе ор-
гане или на поверхности клетки Преимуществен-
но в способе селекции возможно добавление по-
лиамино (тРНК, гепарин), плазмы или цельной
крови в SELEX реакцию

Если здесь включают изолированный белок,
то последний может быть связан с твердой фазой,
например, фильтром При селекции используют
избыток структуры-мишени относительно РНК
смеси При инкубации молекулы конкретных оли-
гонуклеотидов связываются на структурах-
мишенях, в то время как несвязанные олигонукле-
отиды отделяют от смеси, например, путем про-
мывки

Затем олигонуклеотидные молекулы отделяют
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от молекул-мишеней или удаляют промыванием
соответствующими буферами или растворителя-
ми

С помощью обратной транскриптазы найден-
ный РНК олигонуклеотид подвергают транскрип-
ции в комплементарную ДНК цепь

Поскольку полученная ДНК цепь содержит
праймерные последовательности (или промотор-
ные последовательности) на обоих концах, ам-
плификацию найденных ДНК последовательно-
стей можно осуществить просто с помощью
полимеразноцепьевой реакции

ДНК олигонуклеотиды, амплифицированные
таким путем, затем снова транскрибируют с по-
мощью ДНК полимеразы в РНК олигонуклеотиды,
и таким образом полученные РНК олигонуклеоти-
ды могут быть использованы в последующей ста-
дии селекции (как описано выше),

После отделения связавшихся РНК олигонук-
леотилов, полученных во второй стадии селекции,
от молекул-мишеней, последние снова транскри-
бируют в ДНК с помощью обратной транскрипта-
зы, и таким образом полученные комплементар-
ные ДНК олигонуклеотиды амплифицируют с
помощью полимеразно-цепьевой реакции, и затем
снова транскрибируют с помощью РНК полимера-
зы в РНК олигонуклеотиды, которые пригодны для
последующей стадии селекции

Оказалось, что требуемые высокие специ-
фичности и высокие связывающие сродства мож-
но получить, если стадии селекции повторять не-
сколько раз Изредка, требуемую
олигонуклеотид ную последовательность можно
получить уже после одной или двух стадий селек-
ции Как только требуемая специфичность и свя-
зывающее сродство между структурой-мишенью и
олигонуклеотидом получена, олигонуклеотид (ы)
может быть секвенирован и, как результат, после-
довательность специфически связывающих оли-
гонуклеотидов может быть определена

Особое преимущество в этом способе заклю-
чается в том, что этот способ может быть исполь-
зован не только с соответствующими белками, но
также и in vivo Однако, вышеупомянутый способ
селекции может быть также осуществлен на очи-
щенных структурах-мишенях Но существенно,
особенно для in vivo диагностики, что специфич-
ность олигонуклеотидов обеспечивается структу-
рой-мишенью в живой окружающей среде Поэто-
му селекционные способы можно также проводить
на клетках или клеточных культурах, на тканях или
тканевых сечениях, на кровоснабжаемых органах
и даже на живых организмах

В этом случае преимущество в том, что мо-
дифицированные олигонуклеотиды могут проти-
востоять деградации почти вездесущими РНК-
ами Как результат, требуемые олигонуклеотид-
ные последовательности сами аккумулируются в
способах селекции на живых организмах, посколь-
ку соответствующие встречающиеся в природе
олигонуклеотиды должны деградироваться РНК-
ами

Олигонуклеотидный радикал N может (содер-
жать) один или более соединяющих компонентов
В, или заместителей В-К, которые могут быть вы-
браны независимо один от другого Здесь же за-

явлены олигонуклеотидные конъюгаты, которые
содержат от 1 до 10 идентичных или от 210 раз-
личных соединяющих компонентов В Особенно
предпочтительны олигонуклеотидные конъюгаты с
одним или двумя соединяющими компонентами В

Соединяющий компонент В соединяет олиго-
нуклеотидный радикал N с комплексообразующим
агентом или комплексом К

Преимущественно, в качестве донорных ато-
мов могут быть использованы полидентат, ком-
плексообразуюшие лиганды с открытой цепью или
циклические комплексообразующие лиганды с О,
S H N

В качестве примеров для комплексообразую-
щего-агента К радикалов могут быть упомянуты
полиаминополикарбоновые кислоты, уменьшен-
ные на атом водорода, гидроксильную группу
и/или уксуснокислую группу, этилендиаминтетра-
уксусная кислота, диэтилентриаминпентауксусная
кислота, транс-1,2-
циклогександиаминтетрауксусная кислота,

1,4,7,10-тетраазациклододекантетрауксусная
кислота,

1,4,7-триазациклононантриуксусная кислота,
1,4,8,11-тетраазатетрадекантетрауксусная ки-

слота,
1,5,9-триазациклододекантриуксусная кисло-

та,
1,4,7,10-тетраазациклододекантриуксусная

кислота, и
3,6,9,15-тетраазабицикло-[9,3,1 ]-пентадека-

1 (15), 11,13-тр и ентр и уксусная кислота
Соответствующие комплексообразующие

агенты описаны, например, в ЕР 0485045, ЕР
0071564 и ЕР 0588229, в ОЕ 4310999 и DE
4311023, а также US 4965392

Для иллюстрации варьируемых возможностей
комплексообразующих агентов К согласно данно-
му изобретению, делается ссылка на рисунки 1 -
З, в которых несколько преимущественных струк-
тур компилированы Эти рисунки подразумевают
пример селекции и не ограничивают данное изо-
бретение каким-либо способом в отношении пред-
ставляемых комплексообразующих агентов

Комплексообразующий агент К может содер-
жать все радиоактивные изотопы, обычно исполь-
зуемые в ядерной медицине для диагностических
и терапевтических целей, в виде их ионов метал-
лов Могут быть также использованы стабильные
изотопы, которые возбуждаются внешним облуче-
нием, чтобы испускать диагностическое или тера-
певтическое излучение, или изотопы, которые
превращаются излучением извне в радиоактив-
ные изотопы

Изотопы, пригодные для данного изобретения,
выбирают из элементов с атомными номерами 5,
21 - 29, 31, 39, 42 - 44, 49, 57 - 83 или 85

Для использования соединения согласно изо-
бретению в качестве радиофармацевтического
средства комплексообрзующий агент содержит
радиоактивный элемент Для этой цели пригодны
все радиоактивные элементы, которые способны
оказывать терапевтическое или диагностическое
действие in vivo или in vitro Предпочтительными
являются радиоактивные изотопы элементов ме-
ди, висмута, технеция, рения или индия Особенно
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предпочтительны 99тТс-комплексы

Если соединения общей формулы 1 согласно
изобретению содержат позитрон-испускающие
изотопы, такие как, например, Sc-43, Sc-44, Fe-52,
Со-55, Ga-68 или Cu-61, последние могут быть
использованы в позитрон эмиссионной томогра-
фии (ПЭТ, PET)

Если соединения общей формулы 1 согласно
изобретению содержат гамма-излучение-
испускающие изотопы, такие как, например, Тс-
99т или ln-111, то их можно использовать в синг-
летной протонной эмиссионной томографии
(СПЭТ, SPECT)

Соединения согласно изобретению могут быть
использованы также в радиотерапии в виде их
комплексов с радиоизотопами, такими как, напри-
мер, lr-192

Соединения согласно данному изобретению
могут быть также использованы в радиоиммуно-
терапии или радиационной терапии Последние
отличаются от соответствующей диагностики
только количеством и типом используемого изото-
па В этом случае цель состоит в разрушении кле-
ток опухоли высокоэнергетическим коротковолно-
вым излучением в самой маленькой, насколько
это возможно, области Подходящими р-
излучающими ионами являются, например, Sc-46,
Sc-47, Sc-48, Ga-72, Ga-73, Y-90, Re-186 или Re-
188 Подходящими а-излучающими ионами,
имеющими небольшие периоды полураспада, яв-
ляются, например, At-209, At-211, Bi-211, Bi-212,
Ві-213 и Ві-214, и предпочтительным является Ві-
212 Подходящим протон- и электронизлучающим
ионом является 158Gd, который может быть полу-
чен из 157Gd путем нейтронного захвата

Если агент согласно данному изобретению
предназначен для использования в данном вари-
анте радиационной терапии, предложенной R L
Mills et al (Nature 336, 787 (1988)), то центральный
ион должен быть получен из Mossbauer изотопа,
такого как, например, 57Fe или 151 Ей

Те группы карбоксильных кислот, которые не
требуют для комплексообразования ионов метал-
лов с атомными номерами с 21 по 29, 31, 39, 42 по
44, 49, 57 по 83 или 85, могут произвольно присут-
ствовать в виде солей неорганических или орга-
нических оснований, таких как гидроксиды и кар-
бонаты щелочного металла или щелочно-
земельного- металла, особенно гидроксид натрия
и калия, или аммиак и алкиламины, или амино
кислота, или в виде сложного эфира или амида

Кроме того, могут быть использованы соеди-
нения, которые возбуждаются нейтронами с ис-
пусканием частиц и/или излучения Особенно эф-
фективен в этом случае гадолиний
Преимущественно, кроме того, могут быть исполь-
зованы те соединения, которые содержат изотоп
бор-10 В таких случаях К может иметь структуру

в которой X обозначает целое число от 1 до
10

Кроме того, изобретение относится к спосо-
бам получения конъюгатов согласно изобретению

24
Так, конъюгаты, в которых соединяющий ком-

понент В связан на 5'-конце олигонуклеотида,
можно получить путем взаимодействия олигонук-
леотида с фосфорамидитным производным (Tet-
rahedron 49, 1925-1963 (1993)) По этому концу 51-
гидрокси группа олигонуклеотида подвергается
взаимодействию с фосфорамидитом общей фор-
мулы PR'(NR2'')OR" В этом случае R' обозначает
алкильную, алкокси или арилалкокси группу, про-
извольно содержащую N, N02, Si или SO2, с 1 до
20 С атомов, такую как метил, этил, пропил, бутил,
пентил, гексил, метокси, этокси, пропилокси, бути-
локси, бензилокси или фенилэтокси, которая про-
извольно может быть замещена В качестве за-
местителей особенно используют циано и нитро
группы Преимущественно, могут быть, например,
использованы метокси, р-цианэтокси или нитро-
фенилэтокси группы Особенно предпочтительны
р-цианэтокси группы R" является С1-С2 алкиль-
ным радикалом, и особенно предпочтительными
являются этильный и пропильный радикалы R'"
представляет алкильную или арилалкильную
группу, произвольно содержащую S, О, N, CN, NO2
или галоид, с 1 до 20 С атомов Предпочтительно
используют защищенные амино и тиоалкильные
радикалы, а также защищенные амино и тиокса-
алкильные радикалы Особенно предпочтитель-
ными являются 6-амино-гексил, 6-тиогексил, 3,6,9-
триокса-11 -амино-ундецил и 3,6-диокса-8-амино-
октанильные группы В качестве защитных групп
обычно можно использовать обыкновенную N- или
S-защитную группу Например, подходящими яв-
ляются трифторацетил, фталимидо и монометок-
ситритильные группы

В особенно предпочтительном варианте во-
площения данного изобретения, р-цианоэтил-N.N-
диизопропиламино-6-(трифторацетамидо)-1-
гексил-фосфорамидит используют в качестве
фосфорамидитного производного

В другом предпочтительном варианте вопло-
щения данного изобретения р-цианоэтил-N.N-
диизопропиламино-(3,6,9-триокса-11-фталимидо-
1-ундецил)-фосфорамидит используют в качестве
фосфорамидитного производного

В другом варианте воплощения данного изо-
бретения соединяющий компонент В связан на 3'-
конце олигонуклеотида N путем, аналогичным
пути, описанном выше, при помощи фосфорсо-
держащей группы

Вышеописанную реакцию между олигонуклео-
тидом и фосфорамидитом проводят по схеме
твердо-фазного синтеза, и олигонуклеотид нахо-
дится на колонке автоматического синтезатора
После получения олигонуклеотида требуемой по-
следовательности 5'-гидрокси группу олигонуклео-
тида обрабатывают, например, трихлоруксусной
кислотой и подвергают взаимодействию с фосфо-
рамидитом, продукт реакции окисляют и выделя-
ют Затем, таким образом полученное олигонук-
леотидное производное связывают по концевой
амино или тйольной группе с комплексообразую-
щим агентом или комплексом К произвольно при
помощи другой линкерной группы Радикал, свя-
занный на первой стадии при помощи фосфор-
содержащей группы на олигонуклеотиде, затем
образует, вместе с произвольно присутствующей
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дополнительной линкерной группой, соединяющий
компонент В

Сцепление между олигонуклеотидом и ком-
плексообразующим агентом может также проис-
ходить таким образом, что свободная 5'-
гидроксильная группа олигонуклеотида взаимо-
действует с комплексообразующим агентом или
комплексом, который терминально несет способ-
ный образовывать связь фосфорсодержащий ра-
дикал Такой радикал может быть описан форму-
лой

а)
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Q-R*

где
Ra обозначает С-і-Сє алкильный радикал, ко-

торый произвольно несет циано группу в р-
положении,

Rb обозначает вторичную амино группу и
К и В имеют указанное значение,
или формулой

K-B-P-O-R"
н

где
R обозначает катион триалкиламмоний и К и

В имеют упомянутое значение,
или формулой

лучены Синтез 5'-дезокси-5'-аминоуридина опи-
сан в J Med Chem 22, 1273 (1979), а также в
Chem Lett 6, 601 (1976) 4'-Карбокси-5'-
дезоксиуридин доступен, как описано в J Med
Chem 21, 1141, (1978), или Nucleic Acids Symp
Ser 9, 95, (1981)

Связывание с комплексообразующим агентом
в таком случае происходит при помощи линкера,
несущего карбоновую кислоту или амино группу,
способом, известным специалистам в данной об-
ласти Затем линкер образует соединяющий ком-
понент В вместе с -NH-CH2-4' или -СО-4' группой

Следует отметить, что распределение конъю-
гатов согласно изобретению в нуклеотидном ра-
дикале, соединяющем компоненте и комплексооб-
разующем агенте или комплексе происходит
исключительно формально и поэтому независимо
от действительной синтетической структуры Так,
например, в вышеупомянутом случае группа -NH-
СН2-4' или -СО-4' рассматривается как принадле-
жащая соединяющему компоненту В, в то время
как олигонуклеотид, уменьшенный в 4-положении
на СН2-ОН группу, обозначают как олигонуклео-
тидный радикал N

Способ получения конъюгатов, в которых со-
единяющий компонент с фосфордиэфирным или
фосфоротиоатным мостиками, уменьшенными на
ОН группы, имеет место, состоит в том, что сна-
чала две сахаридные единицы связывают с ди-
нуклеотидом (смотри, например, Chem Lett 1305
(1933)) В этом случае сначала получается три-
эфир формулы

K-S-P-O-S*

где
R обозначает арильный радикал, произволь-

но замешенный одним или более атомами галои-
да и/или одной или более нитро группами, или d -
Сб алкильный радикал, который произвольно за-
мещен в р-положении циано группой, и К, В и R°
имеют упомянутое значение, и при использовании
радикала формулы а) стадия окисления в фосфат
имеет место после завершения реакции связыва-
ния В обоих случаях радикал -ORa или -OR° про-
извольно может быть отщеплен при гидролизе

Связывание олигонуклеотидного производно-
го с помощью линкера с комплексообразующим
агентом или комплексом может также происходить
на твердой фазе на колонке автоматического син-
тезатора Соединение согласно изобретению мо-
жет быть затем отделено от твердого носителя
путем разделения

Сцепление олигонуклеотидного производного
с линкером может иметь место не только при по-
мощи 5'-ОН группы сахара концевого нуклеотида,
но также при помощи других функциональных
групп, которые могут быть генерированы из 5'-ОН
группы, таких как, например, амино или карбокси
группа Такие нуклеотиды, несущие амино или
карбокси группы, известны и могут быть легко по-

З'-O-p-o-S'

O-EJ-V

в которой U обозначает соответствующий ал-
киленовый радикал и V обозначает защищенную
амино или серную группу После отщепления, на-
пример, амино защитной группы комплексообра-
зующий агент может быть произвольно связан
способом, известным специалистам в данной об-
ласти, при помощи линкера с амино группой - на-
пример, в форме амидной связи Линкер затем
образует соединяющий компонент В вместе с
группой O-U-V (в которой V обозначает группу -
NH)

Альтернативный способ состоит в том, что
фосфотриэфир, проходя через промежуточное
положение (например, путем реакции с 1,5-
диаминопентаном), подвергают аминолизу (смот-
ри Biochemistry 27, 7237 (1988) или J Am Chem
Soc 110,4470(1988))

Полученные таким образом соединения фор-
мулы

могут быть связаны, как описано выше, с ком-
плексообразующим агентом произвольно при по-
мощи линкера



27 48140
Для целей связывания пригодны также динук-

леозид-фосфат-монотиотриэфиры (смотри J Am
Chem Soc 111, 9117 (1983) и Nucl Acids Res 20,
5205(1992))

Нуклеоснования представляют особенно
большое разнообразие для связывания комплек-
сообразующих агентов с нуклеотидами Связыва-
ние с помощью амино групп в 2-положении в пу-
ринах и в 4-положении в пиримидинах может
происходить непосредственно Но часто более
выгодно сначала модифицировать пурины или пи-
римидины и связать эти модифицированные ос-
нования с комплексообразующими агентами (про-
извольно с помощью дополнительных линкеров)
Подходящие модифицированные нуклеоснования
описаны, например, в Biochemie [Biochemistry] 71,
319 (1989), Nucl Acids Res 16, 4937 (1988) или
Nucleosides Nucleotides 10, 633 (1991)

Альтернативный способ связывания с помо-
щью нуклеоснований заключается в палладий-
катализируемом связывании бром или йод нук-
леоснований с функциональными радикалами
(Biogemc and Medical Chemistry Letter V, 361
(1994)) При помощи этих функциональных ради-
калов комплексообразующий агент может быть
затем произвольно связан с нуклеоснованием
посредством другого линкера согласно известным
способам В качестве функциональных радикалов
в 5-положении пиримидина и в 8-положении пури-
на, могут быть упомянуты в качестве примеров
акриловый сложный эфир или аллиламин (смотри
Nucl Acids Res 14, 6115 (1986) и Nucl Acids Res
16, 4077 (1988)) Другой альтернативный способ
получения в 5-положении модифицированных
пиримидинов, особенно для введения функцио-
нальных групп, таких как карбонильная, алкениль-
ная или арильная группы в 5-положении, и улуч-
шенный палладиевый катализатор, способный
связывать модифицированные группы в 5-
положении пиримидинов, описан в заявке на Пат
США Сер №08/076735, поданной 14 июня 1993
Галоидные производные, используемые в качест-
ве предшественника, могут быть получены, как
описано в Biophys J 44, 201 (1983), J Am Chem
Soc 86, 1242 (1964) или Chem Commun 17
(1967)

Получение металлических комплексов соглас-
но изобретению из свободных от металла олиго-
нуклеотидных конъюгатов проводят, как раскрыто
в DE 3401052, с помощью оксида металла или
соли металла (например, нитрат, ацетат, карбо-
нат, хлорид или сульфат) требуемого изотопа ме-
талла, который растворяют или суспендируют в
воде и/или низшем спирте (таком как метанол,
этанол или изопропанол) и который затем подвер-
гают взаимодействию с раствором или суспензией
эквивалентного количества олигонуклеотидного
конъюгата, содержащего комплексооб-разующий
агент, и затем, при необходимости, присутствую-
щие кислые атомы водорода замещают катионами
неорганических и/или органических оснований,
или аминокислоты или свободные группы карбо-
новых кислот превращают в амиды аминокислот

Нейтрализацию возможно все же присутст-
вующих свободных кислых групп проводят с по-
мощью неорганических оснований (например,

28
гидроксиды, карбонаты или бикарбонаты) напри-
мер, натрия, калия, лития, магния или кальция
и/или органических оснований, таких как, среди
других, первичные, вторичные и третичные ами-
ны, такие как, например, этаноламин, морфолин,
глюкамин, N-метил- и N.N-диметил-глюкамин, а
также основные аминокислоты, такие как, напри-
мер, лизин, аргинин и орнитин, или с помощью
амидов первоначально нейтральных или кислых
аминокислот

Получение фармацевтических агентов со-
гласно данному изобретению происходит также
путем, известным в данной области, при помощи
олигонуклеотидных конъюгатов согласно изобре-
тению - произвольно при помощи добавления до-
бавок, обычных для галеновых препаратов - кото-
рые суспендируют или растворяют в водной
среде, и затем суспензию или раствор произволь-
но стерилизуют или стерилизуют фильтрацией
Подходящими добавками являются, например,
физиологически безвредные буферы (такие как,
например, трометамин), добавки комплексообра-
зующих агентов (такие как, например, диэтилен-
триаминпентауксусная кислота) или - при необхо-
димости - электролиты, такие как, например,
хлорид натрия или - при необходимости - антиок-
сиданты, такие как, например, аскорбиновая ки-
слота, или, особенно для пероральных форм вве-
дения, маннит или другие осмотически активные
вещества

Если суспензии или растворы предлагаемых
фармацевтических агентов в воде или физиологи-
ческом растворе требуются для энтерального
применения или других целей, то их можно сме-
шать с одним или более адъювантов, обычных
для галеновых препаратов (например, метилцел-
люлоза, лактоза, маннит), и/или с одним или бо-
лее поверхностно-активных веществ (например,
лектины, Твин (TweenTR, MyrjTR)

Фармацевтические агенты согласно изоб-
ретению предпочтительно содержат от
0,1мкмоль/л до Зммоль/л олигонуклеотидных кон-
ъюгатов согласно изобретению и обычно дозиру-
ются в количествах от 0,01нмоль/кг - 60мкмоль/кг
Они предназначены для энтерального и паренте-
рального применения

При in vivo использовании в медицине, мече-
ные соединения обычно дозируют в количествах
меньших, чем 10-10моль/кг веса тела, и точную
дозу можно широко варьировать как функцию об-
ласти тела, подлежащей исследованию, но осо-
бенно также как функцию соответственно выбран-
ного способа исследования Исходя из среднего
веса тела 70кг, количество радиоактивности для
диагностических применений находится между 40
и НООМБк, предпочтительно 200 - 800МБк, для
терапевтических применений - 1 - 500МБк, пред-
почтительно 10 - ЮОМБк на применение Введе-
ние обычно проводят внутривенно, внутриартери-
ально, внутритканево, перитонеально или внутрь
опухоли, и внутривенное введение является
предпочтительным В общем, вводят на исследо-
вание от 0,01 до 20мл агента, о котором идет
речь

Данное изобретение относится также к спосо-
бу обнаружения структур-мишеней В этом случае,
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одно или более из вышеописанных соединений
контаїсгирует с образцом, подлежащим изучению
in vivo или in vitro В этом случае, олигонуклеотид-
ный радикал N связывается специфически и с
высоким связывающим сродством со структурой-
мишенью, подлежащей обнаружению

Если структура-мишень присутствует в образ-
це, то она может быть определена там на основе
сигнала Способ особенно пригоден для неинва-
зивной диагностики заболеваний В этом случае,
одно или более из вышеописанных соединений
вводят in vivo, и можно определить с помощью
сигнала, присутствует ли структура-мишень, с ко-
торой олигонуклеотидный радикал N связывается
специфически и с высоким сродством, в организ-
ме, подлежащем исследованию

Но помимо просто обнаружения структур-
мишеней в образцах, подлежащих исследоавнию,
последнюю можно также специфически разру-
шить В этом аспекте, соединения данного изо-
бретения особенно пригодны в радиотерапии,
например, при лечении рака

Другой вариант воплощения данного изобре-
тения включает диагностический набор для in vivo
определения структур-мишеней, который содер-
жит один или более из вышеупомянутых соедине-
ний

Конъюгаты и агенты согласно изобретению
отвечают многим требованиям, которые должны
предъявляться к фармацевтическому агенту для
радиотерапии и диагностики Они особенно отли-
чаются высокой специфичностью или сродством
по отношению к рассматриваемой структуре-
мишени Что касается известных олигонуклеотид-
ных конъюгатов, конъюгаты предлагаемого изо-
бретения демонстрируют особенно высокую in
vivo стабильность Это достигается путем заме-
щения 2-гидроксильной группы и включением мо-
дифицированных тимидиновых последовательно-
стей по концевым гидроксильным группам
нуклеотидов Неожиданно, что специфичность
олигонуклеотида существенно не ухудшается ни
путем этой модификации, ни путем связывания с
комплексообразующим агентом Другими преиму-
ществами являются контролируемая фармако-
кинетика, а также требуемая совместимость

Краткое описание фигур
Различные другие цели, признаки и сопутст-

вующие преимущества настоящего изобретения
будут более полно оценены, как они же становят-
ся более понятными при рассмотрении в сочета-
нии с прилагаемыми фигурами, в которых

Фиг 1 показывает отбор циклических комплек-
сообразующих агентов, к которые могут быть пре-
имущественно использованы для данного изобре-
тения "Ь" обозначает место связывания на
соединяющем компоненте В

Фиг 2 и 3 показывают отбор комплексообра-
зующих агентов К с открытой цепью, которые мо-
гут быть преимущественно использованы для
данного изобретения

Следующие примеры приведены для более
подробной иллюстрации изобретения

Полинуклеотиды, описанные в примерах, со-
держат модифицированные соединения

Они означают

30

A, U, С,
G
*,
**
***

нуклеотиды содержат 2'-ОСН3 группу

нуклеотидная связь- метил фосфонат
нуклеотидная связь - тиофосфонат
нуклеотидная связь-дитиофосфонат

Без дальнейших уточнений, полагают, что лю-
бой специалист в данной области может, исполь-
зуя предшествующее описание, использовать
данное изобретение в его наиболее полном объ-
еме Нижеследующие предпочтительные конкрет-
ные варианты воплощения изобретения следует
поэтому рассматривать как просто иллюстратив-
ные, и не ограничивающие объем данного изобре-
тения

В нижеследующих примерах все температуры
приводятся (некорректированными) в градусах
Цельсия, и, за исключением особо оговоренных
случаев, все части и процентные содержания яв-
ляются весовыми

Полное раскрытие всех заявок, патентов и
публикаций, цитируемых выше и ниже, включая
DE 4424922,5, поданной 14 июля 1994, включены
здесь в качестве уровня техники

Пример 1
а) 5'(6-Амино-гексил-фосфорная кислота

сложный эфир) 35-мерного олигонуклеотида
51-

CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3'

30-мерный олигонуклеотид
51-

CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUA -З1,
идентифицированный по SELEX способу, с моди-
фикацией последовательности Т*Т*Т*Т*Т-3", рас-
положенной против хода транскрипции, получают
обычным путем в автоматическом синтезаторе
Pharmacia company (смотри Ohgonucleotides and
Analogues, A Practical Approach, Ed F Eckstein,
Oxford University Press Oxford, New York, Tokyo,
1991), и олигонуклеотид также присутствует на
колонке твердого носителя Путем реакции с рас-
твором трихлоруксусной кислоты в дихлорметане
открывают 5'-гидрокси группу Нагрузка колонки
составляет около 10мг 35-мерного-
олигонуклеотида Чтобы соединить линкер, колон-
ку подвергают взаимодействию с ацетонитриль-
ным раствором 50мкмоль р-циано-зтил-N.N-
диизопропиламино-6-(трифтороацетамидо)1-
гексил-фосфорамидита (полученного согласно
Nucl Acids Res 16, 2659 - 2669 (1988)) в присутст-
вии тетразола Окисление образовавшегося фос-
фита в полностью защищенный фосфотриэфир
проводят с помощью йода в тетрагидрофуране
Затем колонку промывают последовательно ме-
танолом и водой Чтобы удалить модифицирован-
ный олигонуклеотид от твердого носителя, содер-
жимое колонки транспортируют в мультиампулу,
смешивают с 5мл 30% раствора аммиака, сосуд
герметизируют и встряхивают на протяжении ночи
при 55°С Затем охлаждают до 0°С, центрифуги-
руют, носитель промывают 5мл воды, и объеди-
ненные водные фазы подвергают лиофильной
сушке

Для очистки, твердое вещество помещают в
2мл воды, смешивают с 2мл 0,5М раствора ацета-
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та аммония и смешивают с 10мл этанола, остав-
ляют стоять на протяжении ночи при -20°С, цен-
трифугируют, и остаток промывают 1мл этанола (-
20°С) и, наконец, сушат в вакууме при комнатной
температуре 8мг названного соединения получа-
ют в виде бесцветного порошка

Ь) 10-[5-(2-карбоксифенил)-2-гидрокси-5-оксо-
4-аза-пентил]-1,4,7-трис-(карбоксиметил)-1,4,7,10-
тетраазациклододекан

50г (144,3ммоль) 1,4,7-трис-(карбоксиметил)-
1,4,7,10-тетраазациклододекана (DO3A) раство-
ряют в 250мл воды и рН доводят до 13 при помо-
щи 5 N раствора гидроксида натрия Затем рас-
твор 38,12г (187,6ммоль) 1\1-(2,3-эпоксипропил)-
фталимида в 100мл диоксана прикалывают по
капле в пределах одного часа, перемешивают в
течение 24 часов при 50°С и рН поддерживают
при 13 путем добавления 5 N раствора гидроксида
натрия Раствор доводят до рН2 с помощью 10%
хлористоводородной кислоты и выпаривают досу-
ха в вакууме Остаток растворяют в небольшом
количестве воды и очищают на ионообменной
колонке (Reillex(R| = поли-(4-винил)-пиридин, ко-
лонку элюируют водой) Основные фракции кон-
центрируют путем испарения в вакууме, и остаток
подвергают окончательной очистке при помощи
хроматографии на RP-18

(LiChroPrep1 ^/подвижный растворитель градиент
тетрагидрофуран/метанол/вода) После концен-
трирования испарением основных фракций, полу-
чают 63,57г (71% от теор) аморфного твердого
вещества

Содержание воды 8,5%
Элементный анализ (относительно безводно-

го вещества)

Рассч,
Найд

С
С

52,90
52,65

Н
Н

6,57
6,68

N
N

12,34
12,15

с) 10-(3-Амино-2-гидрокси-пропил)-1,4,7-
трис(карбоксиме-тил)-1,4,7,10-
тетраазациклододекан

50г (88,1ммоль) названного соединения при-
мера 1Ь кипятят с обратным холодильником в
300мл концентрированной хлористоводородной
кислоты в течение 24 часов Содержимое испаря-
ют досуха, остаток растворяют в небольшом коли-
честве воды и очищают на ионообменной колонке
(Reillex(R| = поли-(4-винил)-пиридин, колонку
элюируют водой) Основные фракции выпаривают
досуха

Выход 39г (95% от теор ) стекловидного твер-
дого вещества

Содержание воды 10,3%
Элементный анализ (относительно безводно-

го вещества)

Рассч
Найд

С
С

48,68
48,47

Н
Н

7,93
8,09

N
N

16,70
16,55

d) 10-[7-(4-Нитрофенил)-2-гидрокси-5-оксо-7-
(карбоксиметил)-4-аза-гептил]-1,4,7-
трис(карбоксиметил)-1,4,7,10-
тетраазациклододекан

9,84г (41,8ммоль) 3-(4-нитрофенил)-
глутарового ангидрида (J Org Chem 26, 3856
(1961)) добавляют к 14,62г (34,86ммоль) назван-
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ного соединения примера 1с) в 200мл диметил-
фор-мамида/20мл триэтиламина и перемешивают
на протяжении ночи при комнатной температуре
Выпаривают досуха в вакууме Остаток перекри-
сталлизовывают из смеси изопропанол/уксусная
кислота 95 5

Выход 21,68г (95% от теор ) желтоватого
твердого вещества

Содержание воды 0,9%
Элементный анализ (относительно безводно-

го вещества)
Рассч
Найд

С
С

48,68
48,47

Н
Н

7,93
8,09

N
N

16,70
16,55

е) 10-[7-(4-Аминофенил)-2-гидрокси-5-оксо-7-
(карбоксиметил)-4-аза-гептил]-1,4,7-
трис(карбоксиметил)-1,4,7,10-
тетраазациклододекан

21,Ог (32,07ммоль) названного соединения
примера 1d) растворяют в 250мл этанола и до-
бавляют 5г палладиевого катализатора (10% Pd
на С) Содержимое гидрируют в течение ночи при
комнатной температуре Катализатор отфильтро-
вывают, и фильтрат выпаривают досуха в вакуу-
ме

Выход 19,63г (98% от теор ) твердого вещест-
ва кремового цвета

Содержание воды 0,8%
Элементный анализ (относительно безводно-

го вещества)

Рассч С
Найд С

53,84
53,73

Н
Н

6,35
6,45

N
N

12,60
12,51

f) 10-[7-(4-Изотиоцианатофенил)-2-гидрокси-5-
оксо-7-(карбоксиметил)-4-аза-гептил]-1,4,7-
трис(карбоксиметил)-1,4,7,10-
тетраазациклододекан

12,4г (19,27ммоль) названного соединения
примера 1е) растворяют в 200мл воды и добав-
ляют 6,64г (57,8ммоль) тиофосгена в 50мл хлоро-
форма Содержимое перемешивают в течение 1
часа при 50°С Охлаждают до комнатной темпера-
туры, органическую фазу отделяют, и водную фа-
зу встряхивают дважды со 100мл хлороформа
Водную фазу выпаривают досуха, и остаток аб-
сорбционно осаждают в 100мл изопропанола при
комнатной температуре Твердое вещество от-
фильтровывают и промывают эфиром После
сушки на протяжении ночи в вакууме (40°С) полу-
чают 12,74г (97% от теор ) твердого вещества
кремового цвета

Содержание воды 3,1%
Элементный анализ (относительно безводно-

го вещества)

Рассч
Найд

С
С

52,24
52,37

Н
Н

6,35
6,44

N
N

12,60
12,48

S
S

4,81
4,83

д) Конъюгат 5-(6-амино-1-гексил-фосфорная
кислота сложный эфир) 35-мерного олигонуклео-
тида 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3' и 10-[7-(4-Изотиоцианатофенил)-2-
гидрокси-5-оксо-7-(карбоксиметил)-4-аза-гептил]-
1,4,7-трис(карбоксиметил)-1,4,7,10-
тетраазациклододекана

8мг олигонуклеотида, полученного в примере
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1а), растворяют в 2,5мл NaHCO3/Na3CO3 буфера
(рН8,0) и смешивают с 1мг 10-[7-(4-
изотиоцианатофенил)-2-гидрокси-5-оксо-7-
(карбоксиметил)-4-аза-гептил]-1,4,7-
трис(карбоксиметил)-1,4,7,10-
тетраазациклододекана (названное соединение
примера 1f) Перемешивают в течение 5 часов при
комнатной температуре, рН доводят до 7,2 путем
добавления 0,01 М хлористоводородной кислоты,
и этот раствор подвергают ультрафильтрации
через мембрану с пределом эксклюзии 3000 (Ami-
con YM3) и затем лиофильно сушат Получают 7мг
требуемого конъюгата

п) Индий комплекс тиомочевинового конъю-
гата 5'-(6- Амино-гексил-фосфорная кислота
сложный эфир) 35-мерного олигонуклеотида 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3' и 10-[7-(4-Изотиоцианатофенил)-2-
гидрокси-5-оксо-7-(карбоксиметил)-4-аза-гептил]-
1,4,7-трис(карбоксиметил)-1,4,7,10-
тетраазациклододекана

15мкл 111Индий (III) ацетатного раствора
(350мкКи), (полученного из 111Индий (III) хлорида в
2М растворе ацетата натрия и доведенного до
рН4,0 с помощью 0,1М хлористоводородной ки-
слоты) добавляют к 135мкл раствора 1мг назван-
ного соединения примера 1 д) в MES буфере,
рН6,2 (MES = 2-(1\1-морфолино)-этилсульфоновая
кислота) рН ДОВОДЯТ до 4,2 добавлением 0,01 М
хлористоводородной кислоты Перемешивают в
течение 1 часа при 37°С при рН4,2 Доводят до
рН6 при помощи 2М раствора ацетата натрия и
добавляют Юмкл 0,1М Na2EDTA = динатриевая
соль этилендиаминтетрауксусной кислоты, чтобы
комплексовать избыток 111Индий Конечную очист-
ку полученного таким образом меченого конъюга-
та (1п) проводят с помощью HPLC (ЖХВР) (вытес-
нительная хроматография TSK-400/МЕЗ-буфер)
Фракции, содержащие меченый конъюгат, разбав-
ляют обычным физиологическим раствором, до-
веденным до рН7,2 с помощью 0.01М раствора
гидроксида натрия, и фильтруют Полученный
таким образом раствор представляет препарат,
пригодный для радиодиагностики

Пример 2
a) Конъюгат 5'-(6-амино-1 -гексил-фосфорная

кислота сложный эфир)35-мерного олигонуклео-
тида 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3' и Ы-[2-амино-3-(4-
изотиоцианатофенил)пропил]-транс-циклогексан-
1,2-диамин-М,М',г\Г,М",М"-пентауксусной кислоты

8мг олигонуклеотида, полученного в примере
1а), растворяют в 2,5мл NaHCO3/Na2CO3 буфера
(рН8,0) и добавляют 1мг ІЧ-[2-амино-3-(п-
изотиоцианатофенил)пропил]-транс-циклогексан-
1,2-диамин-М,М',г\Г,М",М"-пентауксусной кислоты
(полученной согласно Bioconjugate Chem 1, 59
(1990)), перемешивают в течение 5 часов при
комнатной температуре, затем доводят рН до 7,2
с помощью 0,2М хлористоводородной кислоты, и
раствор подвергают ультрафильтрации через
мембрану с пределом эксклюзии 3000 (Amicon
YM3) После лиофильной сушки получают 6мг
тиомочевинового конъюгата 2а)

b) Висмут-212 комплекс конъюгата 5'-(6-
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амино-1-гексил-фосфорная кислота- сложный
эфир) 35-мерного олигонуклеотида 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3' и Ы-[2-амино-3-(4-
изотиоцианатофенил)пропил]-транс-циклогексан-
1,2-диамин-1\1 г\Г-г\Г,М",М"-пентауксусной кислоты

Раствор 12Висмут-тетраиодида в 0,1 М йоди-
стоводородной кислоте доводят до рН4 с помо-
щью 2М уксусной кислоты Аликвоту этого раство-
ра активностью около ЗмКи (mCi) добавляют к 1мг
названного соединения примера 2а), растворенно-
го в 0,5мл 0.02М MES-буфера и добавляют 0,5мл
0.15М раствора хлорида натрия Перемешивают в
течение 20 минут при комнатной температуре
Доводят до рН6 с помощью 2М раствора ацетата
натрия и добавляют 20мкл 0,01 М Na2EDTA рас-
твора Перемешивают в течение 20 минут Очист-
ку комплекса проводят с помощью HPLC (ЖХВР)
(вытеснительная хроматография TSK-400/MES-
буфер) Фракции радиоактивного конъюгата объе-
диняют, разбавляют обычным физиологическим
раствором и доводят до рН7,2 с помощью 0,1 М
раствора гидроксида натрия После фильтрации
получают препарат, пригодный для радиотерапии

Пример 3
а) Индий-111 комплекс конъюгата 5'-(6-амино-

1-гексил-фосфорная кислота сложный эфир) 35-
мерного олигонуклеотида

51-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3' и Ы-[2-амино-3-(4-
изотиоцианатофенил)пропил]-транс-циклогексан-
1,2-flHaMHH-N,N',N' М",г\І"-пентауксусной кислоты

15мл 15мкл 11 Индий (III) ацетатного раствора
(350мкКи), (полученного из 111Индий (III) хлорида в
2М растворе ацетата натрия и доведенного до
рН4,0 с помощью 0,1М хлористоводородной ки-
слоты) добавляют к 0,5мл раствора 1мг названно-
го соединения примера 2а) в MES буфере, рН6,2
(MES = 2-(1\1-морфолино)-этилсульфоновая кисло-
та) рН доводят до рН5,0 добавлением 0,01 М хло-
ристоводородной кислоты Перемешивают в тече-
ние 1 часа при 37°С при рН5,0 Доводят до рН6
при помощи 2М раствора ацетата натрия и добав-
ляют Юмкл 0,1М Na2EDTA = динатриевая соль
этилендиаминтетрауксусной кислоты, чтобы ком-
плексовать избыток 111Индий Конечную очистку
подученного таким образом меченого конъюгата
(1п) проводят с помощью ЖХВР (вытеснительная
хроматография TSK-400/МЕЗ-буфер) Фракции,
содержащие меченый конъюгат, разбавляют
обычным физиологическим раствором, доведен-
ным до рН7,2 с помощью 0,01 М раствора гидро-
ксида натрия, и фильтруют Полученный таким
образом раствор представляет препарат, пригод-
ный для радиодиагностики

Пример 4

а) Конъюгат 5'-(6-амино-1 -гексил-фосфорная
кислота сложный эфир) 35-мерного олигонуклео-
тида

51-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3' и 2-(4-изотио-цианато-бензил)-
диэтилентриамин- М,г\1,г\Г,М",М"-пентауксусной
кислоты

8мг олигонуклеотида, полученного в примере
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1а), растворяют в 2,5мл NaHCO3/Na2CO3 буфера
(рН8,0) и добавляют 1мг 2-(4-изотиоцианато-
бензил)-диэтилентриамин-1\1,1\Г,1\Г,1\1",1\Г-
пентауксусной кислоты (полученной согласно Вю-
conjugate Chem 2, 187 (1991)) Перемешивают в
течение 5 часов при комнатной температуре, за-
тем рН доводят до 7,2 с помощью 0,01 М хлори-
стоводородной кислоты, и этот раствор подверга-
ют ультрафильтрации через мембрану с
пределом эксклюзии 3000 (Amicon YM3) После
лиофильной сушки получают 6мг конъюгата тио-
мочевины

Ь) Иттрий-90 комплекс конъюгата 5'-(6-амино-
1-гексил-фосфорная кислота сложный эфир) 35-
мерного олигонуклеотида 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3' и 2-(4-изотиоцианато-бензил)-
диэтилентриамин- М,г\І,г\Г,М",М"-пентауксусной ки-
слоты

К раствору 90Иттрия, растворенного в 0.05М
растворе ацетата аммония, (прибл 380мКи), до-
бавляют 1мг производного тиомочевины примера
4а) в 0,5мл 0.05М раствора ацетата аммония с
рН6, доводят до рН5,2 с помощью ЗМ уксусной
кислоты и перемешивают в течение 1 часа при
комнатной температуре Доводят до рН7,0 с по-
мощью 0,01 М раствора гидроксида натрия, и
конъюгат очищают с помощью ЖХВР (Т5К-
400/МЕЗ-буфер) Основные фракции объединяют,
разбавляют обычным физиологическим раство-
ром и доводят до рН7,2 с помощью 0,01 М раство-
ра гидроксида натрия После фильтрации получа-
ют препарат, пригодный для радиотерапии

Пример 5
а) 5'-(6-Меркапто-1-гексил-фосфорная кислота

сложный эфир) 35-мерного олигонуклеотида
51-

T*T*T*T*TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGA
GAUU-3' (модифицированный лиганд для серино-
вой протеазы)

30-мерный-олигонуклеотид
51-

AGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGAGAUU-31

(поел №13 Пат США№5270163), идентифициро-
ванный по SELEX способу, модифицированный в
сахаридных звеньях и при помощи 5'-связанной
последовательности 5 тимидинов, получают
обычным путем в автоматическом синтезаторе
Pharmacia company (смотри Ohgonucleotides and
Analogues, A Practical Approach, Ed F, Eckstein,
Oxford University Press, Oxford, New York, Tokyo,
1991), и олигонуклеотид также присутствует на
колонке твердого носителя Путем реакции с рас-
твором трихлоруксусной кислоты в дихлорметане,
открывают 5'-гидрокси группу Нагрузка колонки
составляет около 10мг 35-мерного олигонуклеоти-
да Чтобы соединить линкер, колонку подвергают
взаимодействию с раствором 50мкмоль р-
цианоэтил-г\1,1\1-диизопропил-амино-3-тритил-6-
(меркапто)-фосфорамидита в ацетонитриле в
присутствии тетразола Окисление образовавше-
гося фосфита а полностью защищенный фосфот-
риэфир проводят с помощью йода в тетрагилро-
фуране Затем колонку промывают
последовательно метанолом и водой Чтобы уда-
лить модифицированный олигонуклеотид от твер-
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дого носителя, содержимое колонки транспорти-
руют в мультиампулу, смешивают с 5мл 30%
раствора аммиака, сосуд герметизируют и подвер-
гают вибрации на протяжении ночи при 55°С За-
тем охлаждают до 0°С, центрифугируют, носитель
промывают 5мл воды, и объединенные водные
фазы подвергают лиофильной сушке

Для очистки твердое вещество помещают в
2мл воды, смешивают с 2мл 0,5М раствора ацета-
та аммония и смешивают с 10мл этанола, остав-
ляют на всю ночь при -20°С, центрифугируют, и
остаток промывают 1мл этанола (-20°С) и, нако-
нец, сушат в вакууме при комнатной температуре

Получают 9мг S-тритилированного названного
соединения

Чтобы отщепить защитную тритиловую группу,
продукт растворяют в 0,5мл воды, смешанной с
0,2мл 1М раствора нитрата серебра и перемеши-
вают в течение 1 часа при комнатной температу-
ре Затем содержимое смешивают с 0,1мл 1М ди-
тиотреитольного раствора Через 15 минут
центрифугируют, и супернатантный раствор экст-
рагируют несколько раз этилацетатом После
лиофилизации из водного раствора получают 8мг
требуемого названного соединения

b) 4-Бензилокси-І\І-метансульфонил-
фенилаланин-метиловый эфир

19,58г хлорида метансульфоновой кислоты
вливают по капле в 50г 4-бензилокси-
фенилаланин-метиловый эфир-гидрохлорида в
300мл пиридина при 0°С и перемешивают в тече-
ние 3 часов при 0°С Выпаривают досуха в вакуу-
ме, и этот остаток растворяют в 500мл дихлорме-
тана Дважды встряхивают, каждый раз с 300мл 5
N хлористоводородной кислоты, сушат сульфатом
магния и концентрируют выпариванием в вакууме
Остаток перекристаллизовывают из 150мл мета-
нола

Выход 53,64г бесцветного кристаллического
порошка

c) 2-(4-Бензилоксибензил)-1 -метансульфонил-
1,4,7-триазагептан-З-он

37,2г 4-бензилокси-І\І-метансульфонил-
фенилаланин-метилового эфира и 1,2л 1,2-
диаминозтана перемешивают в течение 3 часов
при 80°С Остаток выпаривают досуха и абсорб-
ционно осаждают 200мл воды, осадок отсасыва-
ют, промывают до нейтральной реакции водой и
сушат в течение ночи при 60°С

Выход 37,68г кремового аморфного порошка
d) 2-(4-Бензилоксибензил)-1 -метансульфонил-

7-(трет-бутил-оксикарбонил)-1,4,7-триазагептан-3-
он

Раствор 16,23г 2-(4-бензилоксибензил)-1 -
метансульфонил-1,4,7-триазагептан-3-она и 4,76г
триэтиламина в 2(30мл хлороформа смешивают
при 0°С с раствором 10,27г ди-трет-бутил-
дикарбоната в 50мл хлороформа Перемешивают
в течение 5 часов при комнатной температуре,
встряхивают с 5% раствором карбоната натрия и
водой, сушат над сульфатом магния и концентри-
руют выпариванием в вакууме Остаток рекри-
сталлизуют из 100мл метанола

Выход 20,19г вспененного твердого вещест-
ва

e) 2-(4-Гидроксибензил)-1-метансульфонил-7-
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(трет-бутил-оксикарбонил)-1,4,7-триазагептан-3-он

20г 2-(4-бензилоксибензил)-1 -
метансульфонил-7-(третбутилоксикарбонил)-1,4,7-
триазагептан-3-она, растворенного в 300мл ди-
хлорметана, перемешивают с 4г палладий-
углерода (10%) в течение ночи в атмосфере водо-
рода Фильтруют, и раствор концентрируют выпа-
риванием в вакууме

Выход 16,17г стекловидной пены, которая за-
твердевает через несколько минут

f) 2-[4-(3-Оксапропионовая кислота-
бензиловый эфир)-бензил]-1-метансульфонил-7-
(третбутилоксикарбонил)-1,4,7-триазагептан-3-он

15г 2-(4-гидроксибензил)-1 -метансульфонил-7-
(третбутил-оксикарбонил)-1,4,7-триазагептан-3-
она, 8,56г бромуксусная кислота-бензилового
эфира и 13,18г карбоната калия нагревают с об-
ратным холодильником в 300мл ацетонитрила в
течение 24 часов Фильтруют и выпаривают досу-
ха в вакууме Остаток растворяют в 200мл ди-
хлорметана, дважды встряхивают, каждый раз с
50мл воды Органическую фазу сушат над суль-
фатом магния и концентрируют выпариванием в
вакууме Остаток хроматографируют смесью ди-
хлорметан-гексан-ацетон (20/10/1) в качестве
элюента

Выход 10,06г вспененного твердого вещества
д) 2-[4-(3-Оксапропионовая кислота-

бензиловый эфир)-бензил]-1-метансульфонил-
1,4,7-триазагептан-З-он

Юг 2-[4-(3-оксапропионовая кислота-
бензиловый эфир)-бензил]-1-метансульфонил-7-
(трет-бутилоксикарбонил)-1,4,7-триазагептан-3-
она перемешивают в течение 1 часа при комнат-
ной температуре со 100мл трифторуксусной ки-
слоты Выпаривают досуха в вакууме

Выход 9,2г стекловидной пены, которая от-
верждается при стоянии

п) 9-Хлоро-1-метансульфонил-2-[4-(3-
оксапропионовая кислота-бензиловый эфир)-
бензил]-1,4,7-триаза-3,8-дион

9г 2-[4-(3-оксапропионовая кислота-
бензиловый эфир)-бензил]-1-метансульфонил-
1,4,7-триазагептан-З-она и 1,78г триэтиламина
растворяют в 200мл хлороформа При 0°С 1,98г
хлорацетил хлорида, растворенного в 20мл хло-
роформа, вливают по капле в течение 30 минут и
затем перемешивают в течение 2 часов при 0°С
Промывают 100мл 5% хлористоводородной ки-
слоты, дважды водой по 50мл каждый раз, сушат
над сульфатом магния и выпаривают досуха в
вакууме Остаток хроматографируют на силикаге-
ле смесью дихлорметан-этилацетат (20/1) в каче-
стве элюента

Выход 6,97г воскообразного твердого веще-
ства

і) 9-Хлоро-1-метансульфонил-2-[4-(3-
оксапропионовая кислота-бензиловый эфир)-
бензил]-1,4,7-триаза-3,8-дион

6,5г 9-Хлоро-1-метансульфонил-2-[4-(3-
оксапропионовая кислота-бензиловый эфир)-
бензил]-1,4,7-триаза-3,8-диона, растворенного в
150мл дихлорметана, перемешивают с 2г палла-
дий-углерода (10%) в течение ночи в атмосфере
водорода Фильтруют, и раствор концентрируют
выпариванием в вакууме
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Выход 5,33 стекловидного твердого вещест-

ва
j) 10-Аиетил-2-[4-(3-оксапропионовая кислота)-

бензил]-1-(метансульфонил)-10-тиа-1,4,7-
триазадекан-3,8-дион

5г 9-хлоро-1-метансульфонил-2-[4-(3-
оксапропионовая кислота-бензиловый эфир)-
бензил]-1,4,7-триаза-3,8-диона, растворенного в
80мл хлороформа, кипятят с обратным холодиль-
ником с 1,98г триэтиламина и 0,74г тиоуксусной
кислоты в течение 10 минут Раствор выливают в
200мл охлаждаемой льдом 5% хлористоводород-
ной кислоты, органическую фазу отделяют, сушат
над сульфатом магния и концентрируют выпари-
ванием в вакууме После хроматографирования
на силикагеле смесью гексан-этил ацетат (3/1) по-
лучают 4,64г требуемого соединения в виде стек-
ловидного твердого вещества

к) 10-Ацетил-2-[4-(3-оксапропионовая кисло-
та)-(2,5-диоксо-пирролидин-1 -ил)-эфир)-бензил]-1 -
(метансульфонил)-10-тиа-1,4,7-триазадекан-3,8-
дион

4г 10-ацетил-2-[4-(3-оксапропионовая кисло-
та)-бензил]-1-(метансульфонил)-10-тиа-1,4,7-
триазадекан-3,8-диона, 1,91 г дициклогексилкар-
бодиимида, 4г N-гидроксисукцинимида и 30мг 4-
диметиламинопиридина перемешивают в течение
24 часов в 20мл хлороформа при комнатной тем-
пературе Затем перемешивают с 20мл диэтило-
вого эфира, фильтруют, и остаток концентрируют
выпариванием в вакууме Остаток хроматографи-
руют на силикагеле смесью дихлорметан-диоксан
(10/1) в качестве элюента

Выход 3,47г кремового твердого вещества
Элементный анализ

Рассч
Найд

С
С

46,15
46,03

Н
Н

4,93
4,83

N
N

9,78
9,64

S 11,20
S 11,05

1) 10-Ацетил-2-{[4-(3-оксапропионовая кисло-
та-(6-малеимидо-гексаноил)-гидразид]-бензил}-1-
метансульфонил-10-тиа-1,4,7-триазадекан-3,8-
дион

Зг 10-ацетил-2-[4-(3-оксапропионовая кисло-
та)-(2,5-диоксо-пирролидин-1 -ил)-эфир)-бензил]-1 -
(метансульфонил)-10-тиа-1,4,7-триазадекан-3,8-
диона и 1,17г гидразида 6-малеимидокапроновая
кислота (Science 261, 212 (1993)) перемешивают в
40мл диметилформамида в течение 5 часов при
60°С При интенсивном перемешивании вливают
по капле 100мл воды и отфильтровывают от оса-
ждаемого осадка Сушат в вакууме, и остаток
очищают с помощью Флеш (FLASH) хроматогра-
фии на сили-кагелевой колонке смесью дихлорме-
тан/диоксан (10/1) в качестве элюента Получают
2,8г названного соединения в виде белого твердо-
го вещества

Элементный анализ (относительно безводно-
го вещества)

Рассч
Найд

С
С

49,25
49,33

Н
Н

5,61
5,95

N
N

12,30
12,43

S
S

9,39
9,11

т ) Конъюгат 5'-(6-Меркапто-1-гексил-
фосфорная кислота сложный эфир) 35-мерного
олигонуклеотида

51-
T*T*T*T*TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGA
GAUU-3' и 10-Ацетил-2-{4-[3-оксапропионовая ки-
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слота)-(6-малеимидо-гексаноил)-гидразид]-
бензил}-1-метансульфонил-10-тиа-1,4,7-
триазадекан-3,8-дион

5мг ти ол-соде ржа ще го олигонуклеотида, по-
лученного согласно примеру 5а), смешивают в
2мл фосфатного буфера (рН7,4) с 1мг производ-
ного малеимида, полученного согласно примеру
5і), растворенного в 0,2мл диметилформамида
Оставляют стоять в течение 2 часов при комнат-
ной температуре, и раствор подвергают ультра-
фильтрации через мембрану с пределом эксклю-
зии 3000 (Amicon YM3) и затем лиофильно сушат
Получают 5мг требуемого конъюгата

п) Технеций-99т комплекс конъюгата 5'-(6-
Меркапто-1-гексил-фосфорная кислота сложный
эфир) 35-мерного олигонуклеотида 5'-
T*T*T*T*TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGA
GAUU-3' и 10-ацетил-2-{4-[3-оксапропионовая ки-
слота)-(6-малеимидо-гексаноил)-гидразид]-
бензил}-1-метансульфонил-10-тиа-1,4,7-
триазадекан-3,8-дион

1мл раствора калий-О-глюкарата (12мг/мл) и
хлорида олова (II) (100мкг/мл) в 0,2М ІЧаНСОз су-
шат вымораживанием в ампуле и затем смешива-
ют с раствором [Гс-99т]-натрий пертехнетата
(1 мл, 1 мКи [mCi]) из Мо-99Л~с-99т генератора
После стояния при комнатной температуре в те-
чение 15 минут аликвоту удаляют и смешивают с
таким же объемом конъюгата примера 5т)
(1мг/мл), растворенного в 0,2М растворе NaHCO3

Через 15 минут как тонкослойная хроматография,
так и HPLC (ЖХВР) показывают, что >98% радио-
активности взято конъюгатом

Пример 6
a) Конъюгат 5'-(6-амино-1 -гексил-фосфорная

кислота сложный эфир) 35-мерного олигонуклео-
тида

51-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3' и S-6eH3OHn-MAG3-2,3,5,6-
тетрафторфенилового эфира

Зг 5-бензоил-МАСз-2,3,5,6-
тетрафторфенилового эфира (полученного со-
гласно Пат США 4965392), растворенного в 0,2мл
диметилформамида, добавляют к 8мг названного
соединения примера 1а), растворенного в 0,5мл
0,1 М фосфатного буфера (рН7), и перемешивают
в течение 3 часов при комнатной температуре
Разбавляют водой, и раствор подвергают ультра-
фильтрации (Amicon YM3, предел эксклюзии
3000) После лиофильной сушки получают 5мг
конъюгата 6а)

b) 99тТехнеций комплекс конъюгата 5'-(6-
амино-1-гексил-фосфорная кислота сложный
эфир) 35-мерного олигонуклеотида 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
ТТТ-3 1 и S-6eH3OHn-MAG3-2,3,5,6-
тетрафторфенилового эфира

1мг названного соединения примера 6а) рас-
творяют в 200мкл воды и смешивают с 1мл 0,1 М
фосфатного буфера рН8,5 К этой смеси добав-
ляют 200мкл раствора 99ггТехнеций-(У)-глюконат
(прибл 15мКи) и оставляют стоять в течение 15
минут при комнатной температуре Выход по изо-
топу (определено с помощью ЖХВР) составляет
около 95%
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Пример 7
а) Конъюгат 5'-(6-амино-1 -гексил-фосфорная

кислота сложный эфир) 35-мерного олигонуклео-
тида

51-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
ТТТ-3 1 и ""Технеций комплекса 2,3,5,6-
тетрафторфенил-4,5-бис(меркаптоацетамидо)-
пентановая кислота сложного эфира

Змг названного соединения примера 1а), рас-
творенного в 0,6мл фосфатного буфера, добав-
ляют к 99тТехнеций комплексу 2,3,5,6-
тетрафторфенил-4,5-бис(меркаптоацетамидо)-
пентановая кислота сложного эфира (полученного
согласно J Nucl Med 32, 1445 (1991)) прибл
ЮОмКи, растворенного в 2мл фосфатного буфе-
ра, рН7,2 Раствор доводят до рНЮ с помощью
1,0М калий карбонатного буфера и перемешивают
в течение 20 минут при комнатной температуре
Для финальной очистки раствор вводят в Сефа-
декс (Sephadex) колонку (Pharmacia) и элюируют
раствором с 75ммоль хлорида натрия Основные
фракции объединяют, разбавляют обычным фи-
зиологическим раствором и фильтруют Таким
образом, полученный раствор может быть исполь-
зован для радиодиагностических исследований

Пример 8
a) Конъюгат 5'-(6-Меркапто-1-гексил-

фосфорная кислота сложный эфир) 35-мерного
олигонуклеотида 5'-
TTTTTAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGA
GAUU-3' и 5'(г\І-малеимидо)-3-оксапентил-{2-[3-
карбоксибензоил)-тио]-ацетил}-
глицилглицилглицината

5мг тио-содержащего олигонуклеотида, полу-
ченного согласно примеру 5а), смешивают в атмо-
сфере N2 в 2мл фосфатного буфера (рН7,4) с 1мг
5-(1\1-малеимидо)-3-оксапентил-{2-[3-карбокси-
бензоил)-тио]-ацетил}-глицилглицилглицината
(полученного согласно Bioconj Chem 1, 431
(1990)), растворенного в 0,2мл диметилформами-
да Оставляют перемешиваться в течение 2 часов
при комнатной температуре, и раствор подверга-
ют ультрафильтрации через мембрану (Amicon
YM3) и затем сушат вымораживанием Получают
5,5мг требуемого конъюгата

b) Технеций-99т комплекс конъюгата 5'-(6-
Меркапто-1-гексил-фосфорная кислота сложный
эфир) 35-мерного олигонуклеотида 5'-
TTTTTAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGA
GAUU-3' и 5'(N- малеимидо)-3-оксапентил-{2-[3-
карбоксибензоил)-тио]-ацетил}-
глицилглицилглицината

1мл раствора калий-О-глюкарата (12мг/мл) и
хлорида олова (II) (100мкг/мл) в 0,2М ЫаНСОз
сушат вымораживанием в ампуле и затем смеши-
вают с раствором [Гс-99т]-натрий пертехнетата
(1 мл, 1 мКи [mCi]) из Мо-99Л~с-99т генератора
После стояния при комнатной температуре в те-
чение 15 минут аликвоту удаляют и смешивают с
таким же объемом конъюгата примера 8а)
(1мг/мл), растворенного в 0,2М растворе NaHCO3-
Вещество можно выделить с помощью сушки вы-
мораживанием Выход по изотопу, определенный
с помощью ЖХВР, составлял >96%

Пример 9
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a) Конъюгат 5'-(6-Меркапто-1-гексил-

фосфоновая кислота сложный эфир) 35-мерного
олигонуклеотида

5'-
T*T*T*T*TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGA
GAUU-3' и 1-[6-(2-винил-6-гексилоксиметил)-
пиридин]-1,4,8,11-тетраазациклотет-радекана

Раствор 4мг тио-содержащего олигонуклеоти-
да, полученного согласно примеру 5а), в 2мл
фосфатного буфера (рН7,4) смешивают в атмо-
сфере N2 с 1мг 1-[6-(2-винил-6-гексил-оксиметил)-
пиридин]-1,4,8,11-тетраазациклотетрадекана (по-
лученного согласно ЕР 0588229), растворенного в
0,5мл диметилформамида Оставляют перемеши-
ваться в течение 4 часов при 35°С, смешивают с
10мл этанола, и продукт выделяют с помощью
центрифугирования Очистку проводят при помо-
щи хроматографии с обращенной фазой на
1х25см колонке с градиентом 50ммоль триэти-
ламмоний ацетат (рН7)/ацетонитрил Объединен-
ные фракции сушат вымораживанием, растворяют
в 1мл воды и обессоливают на Сефадекс G-10
колонке Названное соединение (около 4мг) выде-
ляют с помощью сушки вымораживанием

b) Tc-99m комплекс конъюгата 5'-(6-Меркапто-
1-гексил-фосфоновая кислота сложный эфир) 35-
мерного олигонуклеотида 5'-
T*T*T*T*TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGA
GAUU-3' и 1-[6-(2-винил-6-гексилоксиметил)-
пиридин]-1,4,8,11-тетраазациклотет-радекана

Процедуру осуществляют, как описано в при-
мере 8Ь) Выход по изотопу, определенный с по-
мощью ЖХВР, составлял 92%

Пример 10
a) Конъюгат 5'-(6-меркапто-1-гексил-

фосфоновая кислота сложный эфир) 35-мерного
олигонуклеотида

5'-
T*T*T*T*TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGA
GAUU-31 и 1Ч-[4-гидрокси-3-(1,4,8,11 -тетрааза-
циклотетрадек-5-ил)-бензил]-2-(6-винил-пиридин-
2-илметокси)-ацетамида

Раствор 6,5мг тиол-содержащего олигонукле-
отида, полученного согласно примеру 5а), в 2мл
фосфатного буфера (рН8,0), смешивают с 1,2мг
г\|-[4-гидрокси-3-(1,4,8,11-тетрааза-циклотетрадек-
5-ил)-бензил]-2-(6-винил-пиридин-2-илметокси)-
ацетамида (полученного согласно J Chem Soc ,
Спет С о т т и п 156 (1988)), растворенного в
0,1мл диметилформамида Перемешивают в те-
чение 4 часов в атмосфере Nz при 35°С, смеши-
вают с 10мл этанола, и продукт выделяют с по-
мощью центрифугирования Очистку проводят при
помощи хроматографии с обращенной фазой на
1х25см колонке с градиентом 50ммоль триэти-
ламмоний ацетат (рН7)/ацетонитрил Объединен-
ные фракции обессоливают на Сефадекс G-10
колонке Путем сушки вымораживанием получают
5мг названного соединения в виде белого порош-
ка

b) Медь-64 комплекс 5'-(6-меркапто-1-гексил-
фосфоновая кислота сложный эфир) 35-мерного
олигонуклеотида 5'-
T*T*T*T*TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGA
GAUU-31 и 1Ч-[4-гидрокси-3-(1,4,8,11 -тетрааза-
циклотетрадек-5-ил)-бензил]-2-(6-винил-пиридин-
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2-илметокси)-ацетамида
1мг конъюгата, полученного согласно 10а), ин-

кубируют в 1 мл фосфатного буфера (рН8) с
6 СиСЬ (0,2мКи) Выход по изотопу, определенный
через 1 час с помощью ЖХВР, составлял >98%
Продукт выделяют путем сушки вымораживанием

Пример 11
a) Конъюгат 5'-(6-меркапто-1-гексил-

фосфорная кислота сложный эфир) 35-мерного
олигонуклеотида

5'-
T*T*T*T*TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGA
GAUU-3' и 1,4,7,10-тетраазациклододекан-2-[(5-
аза-8-малеимидо-6-оксо)-октан]-1,4,7,10-
тетрауксусной кислоты

1мг 1,4,7,10-тетраазациклододекан-2-[(5-аза-8-
малеимидо-6-оксо)-октан]-1,4,7,10-тетрауксусной
кислоты (полученного согласно J Chem Soc,
Chem Contmun 796 (1989)), добавляют к раствору
5мг тиол-содержащего олигонуклеотида, получен-
ного согласно примеру 5а), в 2мл фосфатного бу-
фера (рН8) в атмосфере N2 Перемешивают в те-
чение 3 часов при 35°С, смешивают с 10мл
изопропилового спирта, и продукт выделяют с
помощью центрифугирования Очистку проводят
при помощи хроматографии с обращенной фазой
на 1х25см колонке с градиентом 25ммоль триэти-
ламмоний ацетат (рН7)/ацетонитрил Объединен-
ные фракции осторожно концентрируют путем
испарения в вакууме, растворяют в небольшом
количестве воды и обессоливают с помощью Се-
фадекс G-10 колонки Путем сушки выморажива-
нием получают 4мг названного соединения в виде
белого порошка

b) Иттрий-90 комплекс конъюгата 5'-(б-
меркапто-1-гексил-фосфоновая кислота сложный
эфир) 35-мерного олигонуклеотида 5'-
T*T*T*T*TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGA
GAUU-3' и 1,4,7,10-тет-раазациклододекан-2-[(5-
аза-8-малеимидо-6-оксо)-октан]-1,4,7,10-
тетрауксусной кислоты

90У-ацетат (1мКи), растворенный в 1мл 0.05М
раствора ацетата аммония, смешивают с 1мг
конъюгата, полученного согласно примеру 11а), и
нагревают в течение 1 часа при 85°С Выход по
изотопу, определенный с помощью ЖХВР, со-
ставлял >95% Продукт выделяют с помощью
сушки вымораживанием

Пример 12
а) Конъюгат 5'-(6-меркапто-1-гексил-

фосфоновая кислота сложный эфир) 35-мерного
олигонуклеотида

5'-
T*T*T*T*TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGA
GAUU-3' и 1,4,7,-три-азациклононан-2-[(5-аза-8-
малеимидо-6-оксо)-октан]-1,4,7,-триуксусной ки-
слоты

1мг 1,4,7,-триазациклононан-2-[(5-аза-8-
малеимидо-6-оксо)-октан]-1,4,7,-триуксусной ки-
слоты (полученного согласно J Chem Soc , Chem
Commun 794 (1989)), добавляют к раствору 5мг
тиол-содержащего олигонуклеотида, полученного
согласно примеру 5а), в 2мл фосфатного буфера
(рН8) в атмосфере N2 Перемешивают в течение 6
часов при 35°С, смешивают с 10мл изопропанола,
и продукт выделяют с помощью центрифугирова-
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ния Очистку проводят при помощи хроматогра-
фии с обращенной фазой на 1х25см колонке с
градиентом 25ммоль триэтиламмоний ацетат
(рН7)/ацетонитрил Объединенные фракции осто-
рожно концентрируют путем испарения в вакууме,
растворяют в небольшом количестве воды и
обессоливают с помощью Сефадекс G-10 колонки
Путем сушки вымораживанием получают Змг на-
званного соединения в виде белого порошка

Ь) Галлий-67 комплекс конъюгата 5'-(6-
меркапто-1-гексил-фосфоновая кислота сложный
эфир) 35-мерного олигонуклеотида 5'-
T*T*T*T*TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGA
GAUU-3' и 1,4,7,-три-азациклононан-2-[(5-аза-8-
малеимидо-6-оксо)-октан]-1,4,7,-триуксусной ки-
слоты

20мг конъюгата, полученного согласно приме-
ру 12а), растворяют в 0,5мл 0,1М нитратного бу-
фера рН4,5 и смешивают с 0,1мл галлий-67-
цитратного раствора (0,2мКи) Выдерживают в
течение 2 часов при комнатной температуре, и
продукт обессоливают на Сефадекс-G-IO колонке
После лиофильной сушки получают 17мг назван-
ного соединения в виде белого порошка

Пример 13
Фосфитилирование 5'-О-(4,4'-

диметокситритил)-5-(проп-2-ен-1-он)-2'-
дезоксиуридина

50мг 4-диметиламинопиридина, Змл лиизо-
пропилэтиламина и 962мкл (4,31 ммоль) 2-
цианоэтил-г\1,1\1-диизопропилхлорофосфорамидита
добавляют один за другим к перемешиваемому
раствору 5'-О-(4,4'-диметокситритил)-5-(проп-2-ен-
1-он)-2'-дезоксиуридина (полученного согласно
Nuclesides & Nucletides 13, 939 - 944) в 50мл тет-
рагидрофурана После приблизительно ЗОмин
образуется белый осадок Его отфильтровывают,
раствор концентрируют выпариванием в вакууме,
и остаток распределяют между дихлорметаном и
5% раствором бикарбоната натрия Дихлормета-
новую фазу сушат над сульфатом магния и конце-
нтрируют выпариванием в вакууме Остаток очи-
щают быстрой хроматографией на силикагеле и
элюируют смесью дихлорме-

тан/гексан/диизопропилэтиламин (8018 2) 1,8г
требуемого соединения получают в виде белой
пены Элементный анализ
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Ь) Конъюгат 36-мерного олигонуклеотида
U*T*T*T*T*TCUCAUGGAGCCAAGACGAAUAGCUA
CAUA-3' и 10-(4-аза-2-гидрокси-5-имино-8-
меркапто-октан-1,4,7-трис-(карбоксиметил)-
1,4,7,10-тетраазациклододекана U* 5-(проп-2-ен-
1 -он)-2'-дезоксиуридин

30-мерный олигонуклеотид, идентифициро-
ванный согласно SELEX способу, получают с мо-
дификацией 5'-связанной последовательности 5'-
Т*Т*Т*Т*Т обычным способом в автоматическом
синтезаторе Pharmacia Company (смотри Ohgonu-
cleotides and Analogues, A Practical Approach, Ed
F Eckstein, Oxford University Press, Oxford, New
York, Tokyo, 1991), и олигонуклеотид также при-
сутствует на колонке твердого носителя Путем

реакции с раствором трихлоруксуснои кислоты в
дихлорметане открывают 5'-гидрокси группу На-
грузка на колонку составляет около 10мг 35-
мерного-олигонуклеотида 5'-гидрокси группа
взаимодействует в присутствии тетразола с фос-
форамиди-том, полученным согласно примеру
13а) Затем фосфит превращают в фосфотри-
эфир путем обработки раствором иода, и конце-
вой DMT радикал отщепляют путем взаимодейст-
вия с раствором трихлоруксуснои кислоты в
дихлорметане Для введения тиольной группы в
а.р-ненасыщенную карбонильную систему, при-
сутствующую на концевом 2'-дезоксиуридине,
проводят взаимодействие с раствором 10-(4-аза-
2-гидрокси-5-имино-8-меркапто-октан-1,4,7-трис-
(карбоксиметил)-1,4,7,10-тетраазациклододекана*)
в тетрагидрофуране и промывают последова-
тельно метанолом и водой Чтобы удалить моди-
фицированный олигонуклеотид от твердого носи-
теля, содержимое колонки транспортируют в
мультиампулу, смешивают с 5мл 30% раствора
аммиака, сосуд герметизируют и встряхивают на
протяжении ночи при 55°С Затем охлаждают до
0°С, центрифугируют, носитель промывают 5мл
воды, и объединенные водные фазы подвергают
лиофильной сушке

Для очистки твердое вещество помещают в
2мл воды, смешивают с 2мл 0,5М раствора ацета-
та аммония и смешивают с 10мл этанола, дают
возможность отстояться на протяжении ночи при -
20°С, центрифугируют, и остаток промывают 1мл
этанола (-20°С) и, наконец, сушат в вакууме при
комнатной температуре

6мг названного соединения получают в виде
бесцветного порошка

*) 10-(4-Аза-2-гидрокси-5-имино-8-меркапто-
октан-1,4,7-трис-(карбоксиметил)-1,4,7,10-
тетраазациклододекан получают, как описано ни-
же

15,7мл 1N раствора гилроксида натрия и
430мг (3,49ммоль) 2-
иминотетрагидротиофенгидрохлорида добавляют
к раствору 1,46г (3,49ммоль) 10-(3-амино-2-
гидрокси-пропил)-1,4,7-трис-(карбоксиметил)-
1,4,7,10-тетраазациклододекана (смотри пример
1с) в смеси 50мл воды и 50мл метанола и пере-
мешивают в течение 3 часов при комнатной тем-
пературе, концентрируют выпариванием в вакуу-
ме до приблизительно 1/4 начального объема и
смешивают при перемешивании с анионобменной
смолой (IRA 410) до тех пор, пока не достигнут
рН11 Раствор фильтруют и смешивают при пере-
мешивании с малыми порциями катионообменной
смолы IRC 50 до тех пор, пока не достигнут рНЗ,5
После фильтрации раствор лиофильно сушат
1,39г требуемого вещества получают в виде бело-
го порошка с содержанием воды 4,9%

Элементный анализ (относительно безводно-
го вещества)

Рассч
Найд

С
С

48,45
48,30

Н
Н

7,74
7,98

N
N

16,14
16,05

S
S

6,16
6,44

с) Иттрий-90 комплекс конъюгата 36-мерного
олигонуклеотида
U*T*T*T*T*TCUCAUGGAGCCAAGACGAAUAGCUA
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CAUA-3' и 10-(4-аза-2-гидрокси-5-имино-8-
меркапто-октан-1,4,7-трис-(карбоксиметил)-
1,4,7,10-тетраазациклододекана U* 5-(проп-2-ен-
1 -он)-2'-дезоксиуридин

К раствору °Иттрия, растворенного в 0.05М
растворе ацетата аммония (прибл 380мКи), до-
бавляют 1мг тио производного примера 13Ь) в
0,5мл 0.05М раствора ацетата аммония с рН6,
доводят до рН5,2 с помощью ЗМ уксусной кислоты
и перемешивают в течение 1 часа при комнатной
температуре Доводят до рН7,0 0,01 М раствором
гидроксида натрия, и конъюгат очищают с помо-
щью ЖХВР (TSK-400/MES-6yqbep) Основные
фракции объединяют, разбавляют обычным фи-
зиологическим раствором и доводят до рН7,2 с
помощью 0,01 М раствора гидроксида натрия По-
сле фильтрации получают препарат, пригодный
для радиотерапии

Пример 14
а) З-(Трифенилметил-меркаптоацетил)-

глицил-глицин метиловый эфир
3,34г (Юммоль) S-трифенилметил меркапто-

уксусной кислоты и 1,83г (Юммоль) глицилглицин
метиловый эфир гидрохлорида суспендируют в
250мл абсолютного дихлорметана После добав-
ления 1,01г (Юммоль) триэтиламина вливают по
каплям при охлаждении льдом 2,06г (Юммоль)
дициклогексилкарбодиимида, растворенного в
50мл абсолютного дихлорметана Перемешивают
в течение 1 часа при 0°С и в течение 18 часов при
комнатной температуре Фильтруют, концентри-
руют путем выпаривания и хроматографируют на
силикагеле (элюент СН2СІ2/Ме0Н 10% -50%)

Выход 3,56г (77,0% оттеор ), белый порошок
Элементный анализ
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Рассч
Найд

С
С

67,51
67,37

Н
Н

5,67
6,02

N
N

6,06
5,91

013,84 S
S

11,20
6,73

b) [3-(Трифенилметил-
меркаптоацетил)глицил-глицинамидил]-6-гексанол

4,63г (Юммоль) 3-(трифенилметил-
меркаптоацетил)глицилглицин метилового эфира,
полученного в примере 14а), нагревают до Ю0°С
в 11,72г (ЮОммоль) 6-амино-гексанол/50мл 1,4-
диоксана в атмосфере аргона в течение 2 часов
Затем реакционную загрузку выливают на смесь
100мл дихлорметана и 100мл воды При переме-
шивании и охлаждении льдом до рН6 доводят с
помощью ЮМ хлористоводородной кислоты, ор-
ганическую фазу отделяют и сушат над сульфа-
том натрия После испарения растворителя сырой
продукт очищают на силикагеле (элюент
СН2СІ2/Ме0Н 10%-50%)

Выход 2,97г (54,2% оттеор ), белый порошок
Элементный анализ

Рассч С 67,98 Н 6,81 N 7,67 011,68 S 5,85
Найд С 67,72 Н 6,93 N 7,93 S 5,64

c) О-{[3-(Трифенилметил-
меркаптоацетил)глицил-глицинамидил]-6-гекс-1-
ил}-диизопропиламид-О'-метил-фосфористая ки-
слота диэфир

5,48г (Юммоль) [3-(трифенилметил-
меркаптоацетил)глицил-глицинамидил]-6-
гексанола, полученного согласно примеру 14Ь),

растворяют в 100мл абсолютного дихлорметана,
5,17г (40ммоль) диизопропилэтиламина добавля-
ют в атмосфере аргона и вливают по каплям при
0°С 3,95г (20ммоль) фосфористая кислота моно-
метиловый эфир диизопропиламид хлорида, рас-
творенного в 50мл абсолютного дихлорметана
Перемешивают в течение 0,5 часа при 0°С и затем
в течение 2 часов при комнатной температуре
Для завершения обработки смешивают при охла-
ждении льдом с 320мг (Юммоль) абсолютного
метанола, и после концентрирования, хромато-
графируют на силикагеле (элюент СН2СІ2/Ме0Н
95% 5/5% триэтиламин)

Выход 1,98г (27,9% от теор), бесцветное
масло

d) 5'-[(Меркаптоацетил-глицил-глицил-
амидил)-6-гекс-1-ил]-фосфорная кислота эфир 35-
мерного олигонуклеотила 5'-
T*T*T*T*TCUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUA
CAUA-31

30-мерный олигонуклеотид, идентифициро-
ванный согласно SELEX способу, получают моди-
фикацией 5'-связанной последовательности 5'-
Т*Т*Т*Т*т с помощью автоматического синтезато-
ра Pharmacia Company (смотри Ohgonucleotides
and Analogues, A Practical Approach, Ed, F
Eckstein, Oxford University Press, Oxford, Nev York,
Tokyo, 1991), и олигонуклеотид в защищенной
форме также присутствует из колонке твердого
носителя Нагрузка на колонку составляет около
15мг 35-мерного олигонуклеотида После отщеп-
ления 5'-ОМТ-защитной группы (трихлоруксусная
кислота/дихлорметан), его соединяют согласно
стандартным методам с фосфорамидитом, опи-
санным в примере 14с) После окисления и йодом
в тетрагидрофуране, конъюгат отщепляется от
носителя В этом случае вещество смешивают с
10мл 30% раствора аммиака, сосуд герметизиру-
ют и встряхивают на протяжении ночи при 55°С
Содержимое охлаждают до 0°С, центрифугируют,
носитель промывают 10мл воды, и соединенные
водные фазы подвергают сушке замораживанием

Для очистки твердое вещество помещают в
5мл воды, смешивают с 4мл 0,5М раствора ацета-
та аммония и смешивают с 20мл этанола Для
завершения осаждения смесь охлаждают на про-
тяжении ночи (-20°С), центрифугируют, и остаток
промывают 1мл этанола (-20°С) и сушат в вакуу-
ме Получают 9мг белого порошка

Для отщепления S-тритил защитной группы
вещество помещают в 5мл раствора (рН7,0) с
50ммоль триэтиламмоний ацетата и инкубируют с
500мкл 0,1 М раствора нитрата серебра в течение
30 минут Затем добавляют 500мкл 0.14М дитиот-
реитольного раствора и инкубируют последующие
30 минут После центрифугирования прозрачный
супернатант обессоливают на Сефадексе G-10
Фракции, содержащие продукт, лиофилизируют
Получают 4мг конъюгата в виде белого порошка

e) Технеций-99т комплекс конъюгата
5'[(меркаптоацетил-глицил-глицил-амидил)-6-гекс-
1-ил]-фосфорная кислота эфир 35-мерного олиго-
нуклеотида 5'-
T*T*T*T*TCUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUA
CAUA-31

1мг конъюгата 14d) растворяют в 1мл 0,1М
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динатриевого кислого фосфатного буфера
(рН=9,5) После добавления 10мг динатрий тар-
трата смешивают с раствором пертехнетата
(ІмКи) и затем с 10мл раствора хлорида олова (II)
(5мг SnCb/імл 0,01 М HCI) Выход по изотопу
(прибл 93%) определяют с помощью ЖХВР

Пример 15
а) О-{[5-(Трифенилметил-

меркаптоацетил)глицил-глицинами-дил]-6-гекс-1-
ил}-толуолсульфоновая кислота сложный эфир

5,48г (Юммоль) [3-(трифенилметил-
меркаптоацетил)-глицил-глицинамидил]-6-
гексанола, полученного в примере 14Ь), раство-
ряют в 100мл абсолютного дихлорметана Добав-
ляют 1,01 г (1 Оммоль) триэтиламина и 1,91 г
(Юммоль) хлорангидрида п-толуолсульфоновой
кислоты и перемешивают в течение 24 часов при
комнатной температуре Затем концентрируют и
хроматографируют на силикагеле (элюент
СН2СІ2/Ме0Н 95 5)

Выход 4,32г (61,5% от теор), бесцветное
масло

Элементный анализ
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Рассч
Найд

С
С

65,
64,

03
93

Н
Н

6,18
6,32

N
N

5,99
5,78

01,68 S
S

9,14
8,87

Ь) 5'[(Меркаптоацетил-глицил-глицинамидил)-
6-гекс-1-ил]-фосфорная кислота сложный эфир
35-мерного олигонуклеотида 5'-
T*T*T*T*TCUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUA
CAUA-31

30-мерный олигонуклеотид, идентифициро-
ванный согласно SELEX способу, получают моди-
фикацией 5'-связанной последовательности 5'-
Т*Т*Т*Т*Т с помощью автоматического синтезато-
ра Pharmacia Company (смотри Ohgonucleotides
and Analogues, A Practical Approach, Ed F Eck-
stein, Oxford University Press, Oxford, New York,
Tokyo, 1991), и олигонуклеотид в защищенной
форме также присутствует на колонке твердого
носителя Нагрузка на колонку составляет около
15мг 35-мерного олиго-нуклеотида После отщеп-
ления 5'-ОМТ-защитной группы (трихлоруксусная
кислота/дихлорметан), его соединяют согласно
стандартным способам с З-тритил-6-меркапто-
гексил-фосфорамидитом После окисления йодом
в тетрагидрофуране, тритил-защищенное соеди-
нение отщепляют от носителя, изолируют и очи-
щают (смотри пример 14d)

Отщепление S-тритил защитной группы, изо-
ляцию SH-группу-несущего олигонуклеотида и
очистку проводят, как описано в примере 14d)
(6 мг)

Для связывания, SH-группу-несуший 35-
мерный олигонуклеотид (6мг) в 500мкл 0,1 М рас-
твора карбоната натрия смешивают в атмосфере
аргона со 100мг сложного эфира толуолсульфо-
кислоты 15а), растворенной в 500мкл диметил-
формамида Через 30 минут нейтрализуют и раз-
бавляют водой до объема 5мл После
центрифугирования прозрачный супернатант
лиофильно сушат

Для отщепления S-тритил защитных групп
процедуру проводят, как описано в 14d) После
очистки получают 4мг конъюгата

с) Технеций-99т комплекс конъюгата
5'[(меркаптоацетил-глицил-глицинамидил)-6-гекс-
1-ил]-фосфорная кислота сложный эфир 35-
мерного олигонуклеотида 5'-
T*T*T*T*TCUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUA
CAUA-31

1мг конъюгата, описанного в примере 15Ь),
растворяют в 1 мл 0,1 М динатриевого кислого
фосфатного буфера (рН9,5) После добавления
10мг динатрий тартрата смешивают с раствором
пертехнетата (1мКи) и затем с Юмкл раствора
хлорида олова (II) (5мг SnCb/імл 0,01 М HCI) Вы-
ход по изотопу (прибл 95%) определяют с помо-
щью ЖХВР

Пример 16
а) І\І-[3-Тиа-5-(трифенил метил меркапто)-1-

оксо-пент-1 -nn]-S- трифенилметил-цистеин мети-
ловый эфир

2,69г (Юммоль) 1Ч-[3-тиа-5-
(трифенилметилмеркапто)-1-оксо-пент-1-ил]-5-
трифенилметил-цистеин метилового эфира (полу-
чение согласно DE 4310999) растворяют вместе с
5,58г (20ммоль) трифенилметил хлорида в 100мл
абсолютного дихлорметана После добавления
2,02г (20ммоль) триэтиламина смесь выдержива-
ют при перемешивании на протяжении ночи в ат-
мосфере аргона при комнатной температуре Для
завершения обработки органическую фазу про-
мывают три раза, в каждом случае 1% раствором
лимонной кислоты, насыщенным раствором би-
карбоната натрия и водой После высушивания
над сульфатом натрия концентрируют путем вы-
паривания и очищают на силикагеле (элюент
СН2СІ2/Ме0Н 95 5)

Выход 4,53г (60,1% от теор), бесцветное
масло

Элементный анализ

Рассч
Найд

С
С

73,
73,

27
31

Н
Н

5,75
5,48

N
N

1,86
1,63

06,37 S
S

12,76
12,49

Ь) І\І-[3-Тиа-5-(трифенил метил меркапто)-1-
оксо-пент-1-ил]-3-трифенилметил-г\Г-(6-гидрокси-
гекс-1 -ил)цистеинамид

7,54г (Юммоль) ІЧ-[3-тиа-5-
(трифенилметилмеркапто)-1-оксо-пент-1-ил]-5-
цистеин метилового эфира, описанного в примере
16а), нагревают до Ю0°С в 11,72г (ЮОммоль) 6-
аминогексанол/50мл 1,4-диоксана в атмосфере
аргона в течение 2 часов Затем реакционную
смесь выливают на смесь 100мл дихлорметана и
100мл воды При перемешивании и охлаждении
льдом доводят рН до 6 с помощью ЮМ хлористо-
водородной кислоты, органическую фазу отделя-
ют и сушат над сульфатом натрия После выпари-
вания растворителя сырой продукт очищают на
силикагеле (элюент СН2СІ2/Ме0Н 5% - 50%)

Элементный анализ

Рассч
Найд

С
С

72,99
72,73

Н
Н

6,49
6,62

N
N

3,34
3,11

05,72 S
S

11,46
11,17

с) 0-{{[І\І-[3-Тиа-5-(трифенил метил меркапто)-
1 -оксо-пент-1 -ил]-5-трифенилметил-цистеинил}-2-
амино-эт-1-ил}-диизопропиламид-О'-
м етил фосфор и стая кислота сложный эфир

8,39г (Юммоль) 1Ч-[3-тиа-5-



49 48140
(трифенилметилмеркапто)-і-оксо-пент-1-ил]-5-
трифенилметил-І\Г-(6-гидрокси-гекс-1-
ил)цистеинамида, полученного в примере 16Ь),
растворяют в 200мл абсолютного дихлорметана
В атмосфере аргона добавляют 5,17г (40ммоль)
диизопропилэтиламина и по каплям при 0°С вли-
вают 3,95г (20ммоль) фосфористая кислота моно-
метилэфир-диизопропиламид-хлорида, раство-
ренного в 50мл абсолютного дихлорметана
Перемешивают в течение 0,5 часа при 0°С и затем
перемешивают в течение 1,5 часов при комнатной
температуре Для завершения обработки смеши-
вают при охлаждении льдом с 320мг (Юммоль)
абсолютного метанола и после концентрирования
хроматографируют на силикагеле (элю-
ент СН2СІ2/Ме0Н 95 5/5% (триэтиламин))

Выход 5,37г (53,7% от теор) желтоватого
масла

d) 5'-[1\1-(3-Тиа-5-меркапто-1 -оксо-пент-1 -ил]-
цистеин-г\Г-(6-гидрокси-гекс-1-ил)-амид]-
фосфорная кислота эфир 35-мерного олигонукле-
отида 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3'

30-мерный олигонуклеотид, идентифициро-
ванный согласно SELEX способу, получают моди-
фикацией последовательности Т*Т*Т*Т*Т-3", рас-
положенной против хода транскрипции, с
помощью автоматического синтезатора Pharmacia
Company (смотри Ohgonucleotides and Analogues,
A Practical Approach, Ed F Eckstein, Oxford Univer-
sity Press, Oxford, New York, Tokyo, 1991), и олиго-
нуклеотид в защищенной форме также присутст-
вует на колонке твердого носителя Нагрузка на
колонку составляет около 15мг 35-мерного олиго-
нуклеотида После отщепления 5'-ОМТ-защитной
группы (трихлоруксусная кислота/дихлорметан),
его соединяют согласно стандартным способам с
фосфорамидитом (16с) и затем окисляют

Отщепление от носителя основных защитных
групп и очистку бис-Б-тритил-защищенного конъю-
гата проводят, как описано в 14d) (около 12мг)

Для отщепления S-тритил защитных групп
вещество помещают в 5мл 50ммоль раствора
(рН7,0) триэтиламмоний ацетата и инкубируют с
500мкл 0,1 М раствора нитрата серебра в течение
30 минут Затем добавляют 500мкл 0.14М дитиот-
реитольного раствора и инкубируют в течение
последующих 30 минут После центрифугирова-
ния прозрачный супернатант обессоливают на
Сефадексе G 10 Фракции, содержащие продукт,
лиофилизируют Получают 5мг конъюгата в виде
белого порошка

e) Технеций-99т комплекс конъюгата 5'-[N-(3-
тиа-5-мер-капто-1 -оксо-пент-1 -ил]-цистеин-г\Г-(6-
гидрокси-гекс-1-ил)-амид]-фосфорная кислота
эфир 35-мерного олигонуклеотида 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3'

1мг конъюгата, описанного в примере 16d),
растворяют в 1 мл 0,1 М динатриевого кислого
фосфатного буфера (рН9,5) После добавления
10мг динатрий тартрата смешивают с раствором
пертехнетата натрия (1мКи) и затем с 10мл рас-
твора хлорида олова (II) (5мг SnCb/імл 0,01 М
HCI) Выход по изотопу (прибл 96%) определяют с
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помощью ЖХВР

Пример 17
а) 0-{І\І-[3-Тиа-5-(трифенилметилмеркапто)-1-

оксо-пент-1-ил]-5-трифенилметил-М'-(6-гидрокси-
гекс-1-ил)цистеинимидил}-п-толуолсульфокислота
сложный эфир

8,39г (Юммоль) ІЧ-[3-тиа-5-
(трифенилметилмеркапто)-1-оксо-пент-1-ил]-5-
трифенилметил-1\Г-(6-гидрокси-гекс-1-ил) цистеи-
намида, полученного согласно примеру 16Ь, рас-
творяют в 200мл абсолютного дихлорметана До-
бавляют 1,01 г (1 Оммоль) триэтиламина, 1,91 г
(Юммоль) хлорангидрида п-толуолсульфокислоты
и перемешивают в течение 20 часов при комнат-
ной температуре Затем концентрируют и хрома-
тографируют на силикагеле (Элюент
СН2СІ2/Ме0Н 97 3)

Выход 6,44г (67,0% от теор) желтоватого
масла

Элементный анализ

Рассч
Найд

С
С

72,
72,

47
19

Н
Н

6,29
6,47

N
N

2,91
2,68

0 8,32 S
S

10,01
9,83

b) 5'-[(Меркаптоацетил-глицил-гдицинамидил)-
13-тридек-7-тио-1 -ил]-фосфорная кислота слож-
ный эфир 35-мерного олиго-нуклеотида 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3'

30-мерный олигонуклеотид, идентифициро-
ванный согласно SELEX способу, получают моди-
фикацией последовательности Т*Т*Т*Т*Т-3", рас-
положенной против хода транскрипции, с
помощью автоматического синтезатора Pharmacia
Company (смотри Ohgonucleotides and Analogues,
A Practical Approach, Ed F Eckstein, Oxford Univer-
sity Press, Oxford, Nev York, Tokyo, 1991), и олиго-
нуклеотид в защищенной форме также присутст-
вует на колонке твердого носителя Нагрузка на
колонку составляет около 15мг 35-мерного олиго-
нуклеотида После отщепления 5'-ОМТ-защитной
группы (трихлоруксусная кислота/дихлорметан),
его соединяют согласно стандартным способам с
З-тритил-6-меркаптогексил-фосфорамидитом

После окисления йодом в тетрагидрофуране
тритил-защищенное соединение отщепляют от
носителя, изолируют и очищают (смотри пример
14d)

Отщепление S-тритил-защищенной группы,
изоляцию SH-группу-несущего олигонуклеотида и
очистку проводят, как описано в 14d) (7,5мг)

Для связывания, SH-группу-несущий 30-
мерный олигонуклеотид (7мг) в 550мкл 0,1 М рас-
твора карбоната натрия смешивают в атмосфере
аргона со 180мг сложного эфира толуолсуль-
фокислоты 17а), растворенного в 500мкл диме-
тилформамида Через 30 минут нейтрализуют и
разбавляют водой до объема 5мл После центри-
фугирования прозрачный супернатант лиофильно
сушат Для отщепления S-тритил групп процедуру
проводят, как описано в 14d) После очистки полу-
чают 4,3мг конъюгата

c) Тахнеций-99т комплекс конъюгата 5'-
[(меркаптоацетил-глицил-гдицинамидил)-13-
тридека-7-тио-1-ил]-фосфорная кислота сложный
эфир 35-мерного олигонуклеотида 5'-
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CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
T*T*T-3'

1мг конъюгата, описанного в примере 17Ь),
растворяют в 1 мл 0,1 М динатриевого кислого
фосфатного буфера (рН9,5) После добавления
10мг динатрий тартрата смешивают с раствором
пертехнетата натрия (1мКи) и затем с Юмкл рас-
твора хлорида олова (II) (5мг SnCb/імл 0,01 М
HCI) Выход по изотопу (прибл 93%) определяют с
помощью ЖХВР

Пример 18
a) Конъюгат 5'-(6-Амино-1-гексил-фосфорная

кислота сложный эфир) 35-мерного олигонуклео-
тида

51-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3' и моноамида 1Ч-(тетрагидро-2-оксо-
тиофен-3-ил)-тиодигликолевой кислоты

30-мерный олигонуклеотид, идентифициро-
ванный согласно SELEX способу, получают моди-
фикацией последовательности Т*Т*Т*Т*Т-3", рас-
положенной против хода транскрипции, с
помощью автоматического синтезатора Pharmacia
Company (смотри Ohgonucleotides and Analogues,
A Practical Approach, Ed F Eckstein, Oxford Univer-
sity Press, Oxford, Mev York, Tokyo, 1991), и олиго-
нуклеотид в защищенной форме также присутст-
вует на колонке твердого носителя Нагрузка на
колонку составляет около 15мг 35-мерного олиго-
нуклеотида После отщепления 5'-ОМТ-защитной
группы (трихлоруксусная кислота/дихлорметан),
его соединяют согласно стандартным способам с
N-трифтороацетиламиногексилфосфорамидитом

После окисления йодом в тетрагидрофуране,
амино группу-несущий олигонуклеотид отщепляют
от носителя, изолируют и очищают, как описано в
1Ь) (9,3мг)

Для связывания с моноамидом ІЧ-(тетрагидро-
2-оксо-тиофен-3-ил)-тиодигликолевой кислоты (DE
4311023) 5мг амино группу-несущего олигонуклео-
тида растворяют в 1мл 0,2М раствора карбоната
натрия После добавления 100мг производного
тиолактона, содержимое инкубируют в течение 4
часов при комнатной температуре Затем нейтра-
лизуют, и обессоливание производят с помощью
ультрафильтрации через мембрану с пределом
эксклюзии 3000 (Amicon YM3) После лиофилиза-
ции его подвергают сушке вымораживанием По-
лучают 6,3мг требуемого конъюгата

b) Технеций-99т комплекс конъюгата 5'(6-
Амино-1-гексил-фосфорная кислота сложный
эфир) 35-мерного олигонуклеотида 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3' и моноамида ІЧ-(тетрагидро-2-оксо-
тиофен-3-ил)-тиодигликолевой кислоты

1мг SH-группу-несущего конъюгата, описанно-
го в примере 18а), растворяют в 1мл 0,1 М динат-
риевого кислого фосфатного буфера (рН9,5) По-
сле добавления 10мг динатрий тартрата
смешивают с раствором пертехнетата натрия
(1мки) и затем с Юмкл раствора хлорида олова (II)
(5мг SnCb/імл 0,01 М HCI) Выход по изотопу
(94%) определяют с помощью ЖХВР

Пример 19
а) 5'(6-Амино-1-гексил-фосфорная кислота

сложный эфир 32-мерного олигонуклеотида 5' -
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CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT-33-
Т-51

30-мерный олигонуклеотид 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUA-31,
идентифицированный по SELEX способу, с моди-
фикацией тимидиновой последовательности Т-33-
Т-5', расположенной против хода транскрипции ,
которая связана 5'-положением на носителе, по-
лучают обычным путем в автоматическом синте-
заторе Pharmacia Company (смотри Ohgo-
nucleotides and Analogues, A Practical Approach,
Ed F Eckstein, Oxford University Press, Oxford, New
York, Tokyo, 1991), и олигонуклеотид также при-
сутствует на колонке твердого носителя Путем
реакции с раствором трихлоруксусной кислоты в
дихлорметане открывают 5'-гидрокси группу На-
грузка на колонку, составляет около 10мг 32-
мерного олигонуклеотида Чтобы соединить лин-
кер, колонку подвергают взаимодействию с ацето-
нитрильным раствором 50мкмоль р-цианоэтил-
|\1,г\1-диизопропиламино-6-(трифторацетамидо)-1-
гексил-фосфорамидита (полученного согласно
Nucl Acids Res 16, 2659 - 2669 (1988)) в присутст-
вии тетразола Окисление образовавшегося фос-
фита в полностью защищенный фосфотриэфир
проводят с помощью йода в тетрагидрофуране
Затем колонку промывают последовательно ме-
танолом и водой Чтобы удалить модифицирован-
ный олигонуклеотид от твердого носителя, содер-
жимое колонки транспортируют в мультиампулу,
смешивают с 5мл 30% раствора аммиака, сосуд
герметизируют и подвергают встряхиванию на
протяжении ночи при 55°С Затем охлаждают до
0°С, центрифугируют, носитель промывают 5мл
воды, и объединенные водные фазы подвергают
лиофильной сушке

Для очистки твердое вещество помещают в
2мл воды, смешивают с 2мл 0,5М раствора ацета-
та аммония и смешивают с 10мл этанола и остав-
ляют стоять на протяжении ночи при -20°С, цен-
трифугируют, и остаток промывают 1мл этанола (-
20°С) и, наконец, сушат в вакууме при комнатной
температуре

8мг названного соединения получают в виде
бесцветного порошка

Ь) Конъюгат 5'(6-амино-1-гексил-фосфорная
кислота сложный эфир 32-мерного олигонуклео-
тида

51-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT-33-
Т-5' и 10-[7-(4-изо-тиоцианатофенил)-2-гидрокси-5-
оксо-7-(карбоксиметил)-4-аза-гептил]-1,4,7-трис-
(карбоксиметил)-1,4,7,10-тетраазацикло-додекана

8мг олигонуклеотида, полученного в примере
19а), растворяют в 2,5мл NaHCO3/Na2CO3 буфера
(рН8,0) и смешивают с 1мг 10-[7-(4-
изотиоцианатофенил)-2-гидрокси-5-оксо-7-
(карбок-симетил-4-азагептил]-1,4,7-трис-
(карбоксиметил)-1,4,7,10-тетраазациклододекана
(названное соединение примера 1f) Перемеши-
вают в течение 5 часов при комнатной температу-
ре, затем доводят рН до 7,2 с помощью 0,1М хло-
ристоводородной кислоты, и раствор подвергают
ультрафильтрации через мембрану с пределом
эксклюзии 3000 (Anticon YM3) и затем лиофильно
сушат Получают 7мг требуемого конъюгата
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с) Индий комплекс конъюгата 5'(6-амино-1-

гексил-фос-форная кислота сложный эфир) 32-
мерного олигонуклеотида 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT-33-
Т-5' и 10-[7-(4-изо-тиоцианатофенил)-2-гидрокси-5-
оксо-7-(карбоксиметил)-4-аза-гептил]-1,4,7-трис-
(карбоксиметил)-1,4,7,10-тетраазациклодо-декана

15мкл 111Индий (III) ацетатного раствора
(350мКи), (полученного из 111Индий (III) хлорида в
2М растворе ацетата натрия и доведенного до
рН4,0 с помощью 0,1М хлористоводородной ки-
слоты) добавляют к 135мкл раствора 1мг назван-
ного соединения примера 19Ь) в MES буфере,
рН6,2 (MES = 2-(1\1-морфолино)-этилсульфоновая
кислота) рН доводят до 4,2 добавлением 0,01 М
хлористоводородной кислоты Перемешивают в
течение 1 часа при 37°С при рН4,2 Доводят до
рН6 при помощи 2М раствора ацетата натрия и
добавляют Юмкл 0,1 М раствора NC2EDTA
(Na2EDTA = динатриевая соль этилендиаминтет-
рауксусной кислоты), чтобы комплексовать избы-
ток 1 1 Индий Конечную очистку полученного таким
образом меченого конъюгата (1п) проводят с по-
мощью ЖХВР (вытеснительная хроматография
TSK-400/МЕЗ-буфер) Фракции, содержащие ме-
ченый конъюгат, разбавляют обычным физиоло-
гическим раствором, доводят до рН7,2 с помощью
0,01 М раствора гидроксила натрия и фильтруют
Полученный таким образом раствор представляет
препарат, пригодный для радиодиагностики

Пример 20
а) 5'(6-Амино-1-гексил-фосфорная кислота

сложный эфир 35-мерного олигонуклеотида 5'-
T***T***T***T***TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAA
AUGAGAUU-31

30-мерный олигонуклеотид 5'-
TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAAAUGAGAUU-31

(послед №13 Пат США №5270163), идентифици-
рованный по SELEX способу, получают обычным
путем в автоматическом синтезаторе Pharmacia
Company (смотри Ohgonucleotides and Analogues,
A Practical Approach, Ed F Eckstein, Oxford Univer-
sity Press, Oxford, New York, Tokyo, 1991), и олиго-
нуклеотид также присутствует на колонке твердого
носителя Четыре конечных тимидина связывают
фосфородитиоатами с тимидином, присутствую-
щим на 5'-конце согласно технике, описанной G
Blaton et al in "Ohgonucleotides and Analogues", pp
109-135 Для этой цели сначала 5'-гидрокси груп-
пу открывают путем обработки с трихлоруксусной
кислотой Затем З'-гидрокси группу 5'-DMTO-
тиридина превращают с помощью трис-
пирролидинофосфина и тет-разола в диамидит,
который превращают в фосфоротиоамидит путем
добавления 2,4-дихлорбензил меркаптана Это
соединение активируют тетразолом и подвергают
взаимодействию с 5'-гидрокси группой олигонук-
леотида в тиофосфаттриэфир Окисление в фос-
фородитиоат происходит с помощью элементар-
ной серы в растворе дисульфида углерода,
пиридина, триэтиламина 95 95 10 Бензильные
группы еще не удалены Аналогичным путем так-
же связывают 3 дополнительных тимидина На-
грузка на колонку составляет около 10мг 35-
мерного олигонуклеотида Затем 5'-гидрокси груп-
пу снова открывают
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Чтобы соединить линкер, колонку подвергают

взаимодействию с ацетонитрильным раствором
50мкмоль 2-цианоэтил-г\1,г\Г-диизопропил-амино-6-
(трифтороацетамидо)-і-гексил фосфорамиди-та
(лит в примере а присутствии тетразола Окисле-
ние образовавшегося фосфита в фосфотриэфир
проводят с помощью иода в тетрагидрофуране
Затем колонку промывают последовательно ме-
танолом и водой Затем защитные группы дитио-
натных связей удаляют раствором тиофе-
HonfrpHSTHnaMnH/flHOKcaH 12 2, что происходит в
течение 2 часов После чего колонку промывают, в
каждом случае тройным объемом колонки, мета-
нолом, затем эфиром и сушат Чтобы удалить
модифицированный олигонуклеотид от твердого
носителя, содержимое колонки транспортируют в
мультиампулу, смешивают с 5мл 30% раствора
аммиака, сосуд герметизируют и подвергают
встряхиванию на протяжении ночи при 55°С За-
тем охлаждают до 0°С, центрифугируют, носитель
промывают 5мл воды, и объединенные водные
фазы подвергают лиофильной сушке

Для очистки твердое вещество помещают в
2мл воды, смешивают с 2мл 0,5М раствора ацета-
та аммония и смешивают с 10мл этанола, и ос-
тавляют на протяжении ночи при -20°С, центрифу-
гируют, и остаток промывают 1мл этанола (-20°С)
и, наконец, сушат в вакууме при комнатной темпе-
ратуре

8мг названного соединения получают в виде
бесцветного порошка

b) Конъюгат 5'(6-Амино-1-гексил-фосфорная
кислота сложный эфир) 35-мерного олигонуклео-
тида

51-
T***T***T***T***TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAA
AUGAGAUU-31 и 10-[7-(4-изотиоцианатофенил)-2-
гидрокси-5-оксо-7-(карбоксиметил)-4-азагептил]-
1,4,7-трис-(карбоксиметил)-1,4,7,10-тет-
раазациклододекана

8мг олигонуклеотида, полученного в примере
20а), растворяют в 2,5мл NaHCO3/Na2CO3 буфера
(рН8,0) и смешивают с 1мг 10-[7-(4-
изотиоцианатофенил)-2-гидрокси-5-оксо-7-
(карбоксиме-тил-4-азагептил]-1,4,7-трис-
(карбоксиметил)-1,4,7,10-тетра-азациклододекана
(названное соединение примера 1f) Перемеши-
вают в течение 5 часов при комнатной температу-
ре, затем доводят рН до 7,2 с помощью 0,1М хло-
ристоводородной кислоты, и раствор подвергают
ультрафильтрации через мембрану с пределом
эксклюзии 3000 (Amicon YM3) и затем лиофильно
сушат Получают 7мг требуемого конъюгата

c) 111Индий комплекс конъюгата 5'(6-амино-1-
гексил-фосфор-ная кислота сложный эфир) 35-
мерного олигонуклеотида 5'-
T***T***T***T***TAGGAGGAGGAGGGAGAGCGCAA
AUGAGAUU-31 и 10-[7-(4-изотиоцианатофенил)-2-
гидрокси-5-оксо-7-(карбоксиметил)-4-азагептил]-
1,4,7-трис-(карбоксиметил)-1,4,7,10-тет-
раазациклододекана

15мкл 11 Индий (III) ацетатного раствора
(350мкКИ), (полученного из 111Индий (III) хлорида в
2М растворе ацетата натрия и доведенного до
рН4,0 с помощью 0,1М хлористоводородной ки-
слоты) добавляют к 135мкл раствора 1мг назван-
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ного соединения примера 20b) в MES буфере, рН
6,2 (MES = 2-(1Ч-морфолино)-этилсульфоновая
кислота) рН доводят до 4,2 добавлением 0,01 М
хлористоводородной кислоты Перемешивают в
течение 1 часа при 37°С при рН4,2 Доводят до
рН6 при помощи 2М раствора ацетата натрия и
добавляют Юмкл 0,1 М раствора Na2EDTA = ди-
натриевая соль этилендиаминтетрауксусной ки-
слоты, чтобы комплексовать избыток 111Индия
Конечную очистку полученного таким образом
конъюгата (1п) проводят с помощью ЖХВР (вы-
теснительная хроматография TSK-400/ME3-
буфер) Фракции, содержащие меченый конъюгат,
разбавляют обычным физиологическим раство-
ром, доводят до рН7,2 с помощью 0,01 М раствора
гидроксида натрия и фильтруют Полученный та-
ким образом раствор представляет препарат, при-
годный для радиодиагностики

Пример 21
а) 5'-(б-Амино-1-гексил-фосфорная кислота

сложный эфир) 35-мерного олигонуклеотида 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT**T*
*Т**Т**Т-3'

Получают 30-мерный олигонуклеотид 3'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT**T*
*Т**Т**Т-3', идентифицированный по SELEX спо-
собу, с модификацией последовательности
у**у**у**у**у_3^ расположенной против хода
транскрипции, причем сначала получают последо-
вательность из 5 тимидинов, соединенных циано-
этилфосфатными группами на носителе при 3'
Посредством реакции этого соединения с 0,5М
раствором тетраэтилтиурам дисульфида в ацето-
нитриле, сульфирование в фосфонотиоат проис-
ходит в течение 15 минут, что и является затем со
свободной 5'-гидроксильной группой исходным
веществом для 35-мерного олигонуклеотида
Полный синтез происходит обычным путем в ав-
томатическом синтезаторе Pharmacia Company
(смотри Ohgonucleotides and Analogues, A Practical
Approach, Ed F Eckstein, Oxford University Press,
Oxford, New York, Tokyo, 1991), и олигонуклеотид
все еще присутствует на колонке твердого носи-
теля Посредством взаимодействия с раствором
трихлоруксусной кислоты в дихлорметане, 5'-
гидрокси открывают Нагрузка на колонку состав-
ляет около 10мг 35-мерного олигонуклеотида
Чтобы соединить линкер, колонку подвергают
взаимодействию с ацетонитрильным раствором
50мкмоль р-цианоэтил-г\1,1\1-диизопропиламино-6-
(трифтороацетамидо)-1-гексил-фосфорамидита
(полученного согласно Nucl Acids Res 16, 2659 -
2669 (1988)) в присутствии тетразола Окисление
полученного таким путем фосфита в полностью
защищенный фосфотриэфир проводят с помощью
йода в тетрагидрофуране Затем колонку промы-
вают последовательно метанолом и водой Чтобы
удалить модифицированный олигонуклеотид от
твердого носителя и отщепить цианоэтильные
группы, содержимое колонки транспортируют в
мультиампулу, смешивают с 5мл 30% раствора
аммиака, сосуд герметизируют и подвергают
встряхиванию на протяжении ночи при 55°С За-
тем охлаждают до 0°С, центрифугируют, носитель
промывают 5мл воды, и объединенные водные
фазы подвергают лиофильной сушке
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Для очистки твердое вещество помещают в
2мл воды, смешивают с 2мл 0,5М раствора ацета-
та аммония и смешивают с 10мл этанола, и ос-
тавляют стоять на протяжении ночи при -20°С,
центрифугируют, и остаток промывают 1мл этано-
ла (-20°С) и, наконец, сушат в вакууме при ком-
натной температуре

8мг названного соединения получают в виде
бесцветного порошка

b) Конъюгат 5'-(б-Амино-1-гексил-фосфорная
кислота сложный эфир) 35-мерного олигонуклео-
тида

51

CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT
**т**т**у**у_3. и Ю-[7-(4-изотиоцианатофенил)-2-
гидрокси-5-оксо-7-(карбоксиметил)-4-азагептил]-
1,4,7-трис-(карбоксиметил)-1,4,7,10-
тетраазацикло-додекана

8мг олигонуклеотида, полученного в примере
20а), растворяют в 2,5мл NaHCO3/Na2CO3 буфера
(рН8,0) и смешивают с 1мг 10-[7-(4-
изотиоцианатофенил)-2-гидрокси-5-оксо-7-
(карбоксиме-тил-4-азагептил]-1,4,7-трис-
(карбоксиметил)-1,4,7,10-тетраазациклододекана
(названное соединение примера 1f) Перемеши-
вают в течение 5 часов при комнатной температу-
ре, затем доводят рН до 7,2 с помощью 0,1М хло-
ристоводородной кислоты, и раствор подвергают
ультрафильтрации через мембрану с пределом
эксклюзии 3000 (Amicon YM3) и затем лиофильно
сушат Получают 7мг требуемого конъюгата

c) 111Индий комплекс конъюгата 5'(6-амино-1-
гексил-фосфорная кислота сложный эфир) 35-
мерного олигонуклеотида 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT**T*
*Т**Т**Т-3' и 10-[7-(4-изотиоцианатофенил)-2-
гидрокси-5-оксо-7-(карбоксиметил)-4-азагептил]-
1,4,7-трис-(карбоксиметил)-1,4,7,10-
тетраазацикло-додекана

15мкл 111Индий (III) ацетатного раствора
(350мкКИ), (полученного из 111Индий (III) хлорида в
2М растворе ацетата натрия и доведенного до
рН4,0 с помощью 0,1М хлористоводородной ки-
слоты) добавляют к 135мкл раствора 1мг назван-
ного соединения примера 21Ь) в MES буфере,
рН6,2 (MES = 2-(1\1-морфолино)-этилсульфоновая
кислота) рН доводят до 4,2 добавлением 0,01 М
хлористоводородной кислоты Перемешивают в
течение 1 часа при 37°С при рН4,2 Доводят до
рН6 при помощи 2М раствора ацетата натрия и
добавляют Юмкл 0,1 М раствора Na2EDTA = ди-
натриевая соль зтилендиаминтетрауксусной ки-
слоты, чтобы комплексовать избыток 111Индия
Конечную очистку полученного таким образом
конъюгата (1h) проводят с помощью ЖХВР (вы-
теснительная хроматография TSK-400/ME3-
буфер) Фракции, содержащие меченый конъюгат,
разбавляют обычным физиологическим раство-
ром, доводят до рН7,2 с помощью 0,01 М раствора
гидроксида натрия и фильтруют Полученный та-
ким образом раствор представляет препарат, при-
годный для радиодиагностики

Пример 22
а) 1\1-(5-Меркапто-3-тиа-1 -оксо-пент-1 -ил)-

глицин метиловый эфир
12,56г (0,1 моль) гидрохлорида метилового
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эфира глицина, 13,42г (0,1 моль) 2,5-дитиа-
циклогексанона и 10,12г (0,1моль) триэтиламина
растворяют в атмосфере аргона в 500мл абсо-
лютного дихлорметана Перемешивают в течение
24 часов при комнатной температуре, и затем за-
грузку выливают на 250мл 5% водной лимонной
кислоты Хорошо перемешивают, органическую
фазу отделяют и сушат над сульфатом натрия
После выпаривания растворителя в вакууме мас-
лянистый остаток хроматографируют на силикаге-
ле (подвижный растворитель дихлорме-
тан/метанол, метанол 0 -10%)

Выход 18,9г (84,6%), бесцветное масло
Элементный анализ
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Рассч
Найд

С
С

37,65
37,43

Н
Н

5,87
6,02

N
N

6,27
6,12

021,49 S
S

28,71
28,48

Ь) І\І-[5-(Трифенил метил меркапто)-3-тиа-1-
оксо-пент-1-ил]-глицин метиловый эфир

11,17г (50ммоль) 1\1-(5-Меркапто-3-тиа-1-оксо-
пент-1-ил)-глицин метилового эфира (пример
22а)), 13,94г (50ммоль) трифенилметил хлорида и
5,06г (50ммоль) триэтиленамина растворяют в
атмосфере аргона в 500мл абсолютного дихлор-
метана Перемешивают в течение 16 часов при
комнатной температуре, и загрузку затем вылива-
ют в 150мл 5% водной уксусной кислоты Хорошо
перемешивают, органическую фазу отделяют и
сушат над сульфатом натрия После выпаривания
растворителя в вакууме маслянистый остаток
хроматографируют на силикагеле (подвижный
растворитель дихлорметан/метанол, 95 5)

Выход 15,7г (67,4%), бесцветное масло
Элементный анализ

Рассч
Найд

С
С

67,07
67,01

Н
Н

5,85
6,11

N
N

3,01
2,93

010,31 S
S

13,77
13,49

с) І\І-[5-(Трифенил метил меркапто)-3-тиа-1-
оксо-пент-1-ил]-глицин-М'-(6-гидроксигексил)-амид

11,64г (25ммоль) N-[5-
(трифенилметилмеркапто)-3-тиа-1-оксо-пент-1-
ил]-глицин метилового эфира (пример 22Ь) и 29,Зг
(250ммоль) 6-аминогексанола сплавляют вместе в
атмосфере аргона в течение 16 часов при 100°С
После охлаждения реакционной смеси, ее поме-
щают в 500мл дихлорметана, и затем в 250мл 5%
водной лимонной кислоты При охлаждении и пе-
ремешивании, рН доводят до 6,5 концентрирован-
ной хлористоводородной кислотой Органическую
фазу отделяют и сушат над сульфатом натрия
После выпаривания растворителя в вакууме мас-
лянистый остаток хроматографируют на силикаге-
ле (подвижный растворитель дихлорме-
тан/метанол, 0 -10% метанол)

Выход 7,7г (56,0%), бесцветное масло
Элементный анализ

Рассч
Найд

С
С

67,60
67,48

Н
Н

6,96
7,03

N
N

5,09
4,92

08,72 S
S

11,64
11,43

d) 1\1-Диизопропил-О-цианоэтил-О'-[7,9-диаза-
8,11 -диоксо-13-тиа-15-(трифенил-меркапто)-
пентадек-1-ил]-фосфористая кислота амид

5,51г (Юммоль) N-[5-
(Трифенилметилмеркапто)-3-тиа-1-оксо-пент-1-

ил]-глицин-І\Г-(6-гидроксигексил)-амида (пример
22с) растворяют в 50мл абсолютного дихлормета-
на и 50мл абсолютного пиридина 4,73г (20ммоль)
хлорангидрида диизопро-пиламино-О-цианоэтил-
фосфористой кислоты, растворенного а 50мл аб-
солютного дихлорметана, вливают по каплям в
загрузку при комнатной температуре Через 4 часа
содержимое выливают на 250мл насыщенного
водного раствора бикарбоната натрия, перемеши-
вают, и органическую фазу сушат над сульфатом
магния После испарения растворителя масляни-
стый остаток хроматографируют на силикагеле
(дихлорметан/метанолл'риэтиламин 98 1 1)

Выход 4,32г (57,5%), бесцветное вспененное
масло

Элементный анализ

Рассч
Найд

С
С

63,97
63,81

Н
Н

7,38
7,41

N 1

N 1

7,46
7,22

08,52 Р
Р

4,12
3,97

S
S

8,54
8,31

e) 5'-[г\1-(3'-Аза-8'-меркапто-1',4'-диоксо-6'-тиа-
окт-1'-ил)-6-аминогексил-фосфорная кислота
сложный эфир] 5'
C U C A U G G A G C G C A A G A C G A A U A G C U A C A U A T * T * T

*Т*Т-3'
30-мерный олигонуклеотид 5'-

CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3', идентифицированный по SELEX способу,
с модификацией последовательности Т*Т*Т*Т*Т-
3', расположенной против хода транскрипции, по-
лучают с помощью автоматического синтезатора
Pharmacia Company (смотри Ohgonucleotides and
Analogues, A Practical Approach, Ed F Eckstein,
Oxford University Press, Oxford, New York, Tokyo,
1991), и олигонуклеотид в защищенной форме все
еще присутствует на колонке твердого носителя
Нагрузка на колонку составляет около 15мг 35-
мерного олигонуклеотида После отщепления 5'-
DMT-защити ой группы, его связывают согласно
стандартным методам с фосфорамидитом, опи-
санным в примере 22d) После окисления йодом в
тетрагидрофуране, конъюгат отщепляют от носи-
теля Для этой цели вещество смешивают с 10мл
30% раствора аммиака и подвергают встряхива-
нию на протяжении ночи при 55°С Затем охлаж-
дают до 0°С, центрифугируют, носитель промы-
вают 10мл воды, и объединенные водные фазы
лиофилизуют Для очистки вещество помещают а
5мл воды, добавляют 4мл 0,5моль, ацетата аммо-
ния и смешивают с 20мл

этанола Для полного осаждения охлаждают в
течение ночи (-20°С), центрифугируют, и остаток
промывают 1мл этанола (-20°С) и сушат в вакуу-
ме Получают 9,5мг белого порошка Для отщеп-
ления S-тритил-защитной группы вещество поме-
щают в 5мл 50 ммоль раствора ацетата
триэтиламмония (рН=7) и инкубируют с 500мкл
0,1 М раствора нитрата серебра в течение 30 ми-
нут Затем добавляют 500мкл 0.14М раствора ди-
тиотреитола и инкубируют в течение еще 30 ми-
нут После центрифугирования прозрачный
супернатант обессоливают на Сефадексе G 10
Фракции, содержащие продукт, сушат выморажи-
ванием Получают 3,5мг белого порошка

f) Tc-99m Комплекс 5'-[Ы-(3'-Аза-8'-меркапто-
1 ',4'-ди-оксо-6'-тиа-окт-1 '-ил)-б-аминогексил-
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фосфорная кислота сложный эфир] 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3'

1мг конъюгата, описанного в примере 22е),
растворяют в 1мл 0,1 М динатрий кислого фосфат-
ного буфера (рН=8,5) После добавления 10мг
динатрий тартрата, раствор смешивают с раство-
ром пертехнетата натрия (1мКи) и затем с Юмкл
раствора хлорида олова (II) (5мг/1мл 0,01 М HCI)
Выход по изотопу (прибл 95%) определяют с по-
мощью ЖХВР

Пример 23
а) 5'-[М-(6'-Аза-7'-гилроксикарбокси-9'-

меркапто-1 ',5'-диоксо-3'-тиа-нон-1 '-ил)-6-
аминогексил-фосфорная кислота сложный эфир]
51-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3'

Сначала получают раствор N-
гидросукцинимид сложный эфир моноамида N-(2-
оксо-тетрагилротиофен-3-ил)тиодигликолевой
кислоты (DE 4311023) в 500мкл абсолютного ДМФ
(DMF) Для этой цели 24,9мг (0,1ммоль) моноами-
да І\І-(2-оксо-тетрагидротиофен-3-ил)-
тиодигликолевой кислоты и 11,5мг (0,1ммоль) N-
гидросукцинимида растворяют в 500мкл абсолют-
ного ДМФ При 0°С к загрузке добавляют 19,2мг
(0,1ммоль) EDC Перемешивают в течение 30 ми-
нут при 0°С

10мг 5'-(6-амино гексил-фосфорная кислота
сложный эфир) 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3', полученного в примере 1, растворяют в
1мл бикарбонат натрия/карбонат натрия буфера
(рН=8,0) Добавляют ДМФ раствор NHS сложного
эфира, полученного заранее, и инкубируют в те-
чение 16 часов при комнатной температуре в ат-
мосфере аргона Затем центрифугируют, концен-
трируют до объема 500мкл и хроматографируют
на Софадексе G-25 После сушки вымораживани-
ем получают 2мг конъюгата в виде белого порош-
ка

Тс-99т Комплекс 5'-[N-(6'-A3a-7'-
гидроксикарбокси-9'-меркапто-1',5'-диоксо-3'-тиа-
нон-1'-ил)-6-аминогексил-фосфорная кислота
сложный эфир] 5'-
C U C A U G G A G C G C A A G A C G A A U A G C U A C A U A T * T * T

*Т*Т-3'
1мг конъюгата, описанного в примере 23а),

растворяют в 1мл 0,1 М динатрий кислого фосфат-
ного буфера После добавления 10мг динатрий
тартрата, его смешивают с раствором пертехнета-
та натрия (1мКи) и затем с Юмкл раствора хлори-
да олова (II) (5мг/1мл 0,01м HCI) Выход по изото-
пу (прибл 92%) определяют с помощью ЖХВР

Пример 24
а) 5'-[І\І-(Меркаптоацетил)-6-

аминогексилфосфорная кислота сложный эфир]
51-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3'

10мг 5'-(6-амино-гексил-фосфорная кислота
сложный эфир) 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3', полученного в примере 1, растворяют в
1мл бикарбонат натрия/карбонат натрия буфера

60

(рН=8,0) Затем 23,1мг (0,1 ммоль) сложного эфи-
ра S-ацетилмеркаптоуксусной кислоты -MHS, рас-
творенного в 500мкл абсолютного ДМФ, добавля-
ют к загрузке и инкубируют в течение 17 часов при
комнатной температуре в атмосфере аргона За-
тем центрифугируют, концентрируют до объема
500мкл и хро-матографируют на Сефадексе G-25
После сушки вымораживанием получают Змг
конъюгата в виде белого порошка

b) Tc-99m Комплекс 5'-[І\І-(меркаптоацетил)-6-
аминогексил-фосфорная кислота сложный эфир]
51-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3'

1мг конъюгата, описанного в примере 24а),
растворяют в 1мл 0,1 М динатрий кислого фосфат-
ного буфера (рН=8,5) После добавления 10мг
динатрий тартрата, его смешивают с раствором
пертехнетата натрия (1мКи) и затем с Юмкл рас-
твора хлорида олова (II) (5мг/1мл 0,01 М HCI) Вы-
ход по изотопу (прибл 97%) определяют с помо-
щью ЖХВР

Пример 25
а) Ы-[2-(Трифенил метил меркапто)-эт-1-ил]-

тиодигликолевая кислота моноамид
31,9г (0,1 моль) 2-(Трифенилметилмеркапто)-

этиламина и 10,1 г (0,1моль) триэтиламина вводят
в 500мл абсолютного дихлорметана При 0°с вли-
вают по каплям раствор 13,2г (0,1моль) ангидрида
тиодигликолевой кислоты, перемешивают в тече-
ние 1 часа при 0°С и в течение 16 часов при ком-
натной температуре Затем выливают на 250мл
5% водной лимонной кислоты, хорошо перемеши-
вают, органическую фазу отделяют и сушат над
сульфатом натрия После выпаривания раствори-
теля в вакууме остаток хроматографируют на си-
ликагеле (подвижный растворитель дихлорме-
тан/метанол, 0 - 20% метанола)

Выход 20,32г (45,0%), бесцветное масло
Элементный анализ

Рассч
Найд

С
С

66,
66,

49
21

Н
Н

5,58
5,73

N
N

3,10
2,98

010,63 S
S

14,20
14,02

Ь) 5'-[М-(1',5'-Диоксо-6'-аза-3'-тиа-8'-меркапто-
окт-1-ил)-аминогексилфосфорная кислота слож-
ный эфир] 5'
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3'

Сначала получают NHS-эфир моноамида N-[2-
(трифенилметил-меркапто)-эт-1-ил]-
тиодигликолевой кислоты (пример 25а) Для этой
цели 45,2мг (0,1 ммоль) ранее упомянутой кислоты
растворяют в 500мкл абсолютного ДМФ
(0,1 ммоль) и смешивают с 11,5мг (0,1 ммоль) NHS
После охлаждения до 0°С добавляют 19,2мг
(0,1 ммоль) EDC и инкубируют в течение 30 минут
при 0°С

Раствор 10мг 5-(6-аминогексил-фосфорная
кислота сложный эфир) 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3' в 1мл бикарбонат натрия/карбонат натрия
буфера (рН=8,0), описанного в примере 1, смеши-
вают с 500мкл раствора NHS-эфира, полученного
заранее Инкубируют в течение 16 часов при ком-
натной температуре Затем концентрируют путем
выпаривания до объема 500мкл и хроматографи-
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руют на Сефадексе G-25 Получают 6мг S-тритил-
защищенного соединения Отщепление S-тритил-
защитной группы, изоляцию олигонуклеотида,
несущего SH группы, и очистку проводят, как опи-
сано в примере 22е Получают 4мг белого лиофи-
лизата

b) Tc-99m Комплекс 5'-[г\1-(1',5'-Диоксо-6'-аза-
3'-тиа-8'-меркапто-окт-1 -ил)-
аминогексилфосфорная кислота сложный эфир]
51-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3'

1мг конъюгата, описанного в примере 25Ь),
растворяют в 1мл 0,1 М динатрий кислого фосфат-
ного буфера (рН=8,5) После добавления 10мг
динатрий тартрата, его смешивают с раствором
пертехнетата натрия (1мКи) и затем с Юмкл рас-
твора хлорида олова (II) (5мг/1мл 0,01 М HCI) Вы-
ход по изотопу (91%) определяют с помощью
ЖХВР

Пример 26
N, І\Г-Бис-[2-(трифенил метил меркапто)-1-оксо-

эт-1-ил]-3,4-диаминобензойная кислота метило-
вый эфир

3,32г (20ммоль) метилового эфира 3,4-
диаминобензоЙноЙ кислоты и 13,38г (40ммоль) S-
трифенилметил-меркаптоуксуной кислоты раство-
ряют в 200мл абсолютного дихлорметана При
0°С 8,25г (40ммоль) дициклогексилкарбодиимида,
растворенного в 100мл абсолютного дихлормета-
на, вливают по капле в загрузку

Перемешивают в течение более 1 часа при
0°С и, наконец, в течение более 16 часов при ком-
натной температуре Фильтруют, встряхивают с
1% водной лимонной кислотой, и органическую
фазу сушат над сульфатом натрия, и раствори-
тель испаряют в вакууме Остаток хроматографи-
руют на силикагеле (подвижный растворитель
дихлорметан/метанол, 0 -10% метанола)

Выход 10,2г (63,8%), бесцветное масло
Элементный анализ
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Рассч
Найд

75,16
75,01

Н
Н

5,30
5,58

N
N

3,51
3,30

08,01 8,02
7,89

b) N, І\Г-Бис-[2-(трифенид метил меркапто)-1-
оксо-эт-1-ил]-3,4-диаминобензойная кислота

7,99 (Юммоль) метилового эфира N,N'-BHC-[2-
(трифенилметилмеркапто)-1-оксо-эт-1-ил]-3,4-
диаминобензойной кислоты (пример 26а) смеши-
вают в 200мл диоксана, 20мл воды и 20мл мета-
нола с 4г (ЮОммоль) гидроксида натрия Переме-
шивают в течение 5 часов при комнатной
температуре, и загрузку выливают в 300мл 5%
водной лимонной кислоты Полностью экстраги-
руют дихлорметаном, органическую фазу сушат
над сульфатом натрия После испарения раство-
рителя остаток хромато-графируют на силикагеле
(подвижный растворитель дихлорметан/метанол,
0 - 40% метанола)

Выход 3,56г (45,4%), бесцветное масло
Элементный анализ

Рассч
Найд

С
С

74,97
74,71

Н
Н

5,14
5,32

N
N

3,57
3,31

08,15 S
S

8,17
7,88

C U C A U G G A G C G C A A G A C G A A U A G C U A C A U A T * T *

Т*Т*Т-3'
Сначала получают NHS-эфир N,N'-BHC-[2-

(трифенилметил-меркапто)-1-оксо-эт-1-ил]-3,4-
диаминобензойной кислоты (пример 26Ь) Для
этой цели 78,5мг (0,1ммоль) кислоты растворяют в
500мкл абсолютного ДМФ и смешивают с 11,5мг
(0,1ммоль) NHS После охлаждения до 0°С добав-
ляют 19,2мг (0,1ммоль) EDC и инкубируют в тече-
ние 30 минут при 0°С

Раствор 10мг 5'-(6-аминогексил-фосфорная
кислота сложный эфир) 5'-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3' в 1мл бикарбонат натрия/карбонат натрия
буфера (рН=8,0), описанном в примере 1, смеши-
вают с 500мкл раствора NHS-эфира, полученного
заранее Инкубируют в течение 17 часов при ком-
натной температуре Затем концентрируют упари-
ванием до 500мкл и хроматографируют на Сефа-
дексе G-25 Получают 7мг S-тритил-защищенного
соединения

Отщепление S-тритил-защитной группы, изо-
ляцию олиго-нуклеотида, несущего SH-группы, и
очистку проводят, как описано в примере 22е По-
лучают Змг белого лиофилизата

d) Tc-99m Комплекс 5'-{N-[3',4'-BHC-(2"-
меркаптоацетиламино)-бензоил]-6-
аминогексилфосфорная кислота сложный эфир}
51-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3'

1мг конъюгата, описанного в примере 26с),
растворяют в 1мл 0,1 М динатрий кислого фосфат-
ного буфера (рН=9,5) После добавления 10мг
динатрий тартрата, его смешивают с раствором
пертехнетата натрия (1мКи) и затем с Юмкл рас-
твора хлорида олова (II) (5мг/1мл 0,01 М HCI) Вы-
ход по изотопу (прибл 91%) определяют с помо-
щью ЖХВР

Пример 27
а) І\І-[О-Ацетил-гидроксиацетил]-глицил-

глицил-глицин-трет-бутиловый эфир
24,5г (0,1 моль) глицил-глицил-глицин-трет-

бутилового эфира и 11,8г (0,1 моль) О-ацетил-
гликолевой кислоты вместе добавляют при 0°с в
500мл абсолютного диметилформамида Раствор
20,6г (0,1 моль) дициклогексилкарбодиимида в
500мл абсолютного диметилформамида добав-
ляют по каплям к загрузке, перемешивают в тече-
ние 1 часа при 0°С и, наконец, в течение ночи при
комнатной температуре Фильтруют, и фильтрат
концентрируют выпариванием на масляном насо-
се (форвакуумный насос)

Кристаллизуют неоднократно из смеси этил-
ацетат/н-пентан

Выход 12,5г (36,2%), белый порошок
Элементный анализ

Рассч
Найд

С
С

48,69
48,43

Н
Н

6,71
7,01

N
N

12,17
11,93

032,43

с) 5'-(М-[3',4'-Бис-(2"-меркаптоацетиламино)-
бензоил]-6-аминогексилфосфорная кислота слож-
ный эфир} 5'-

Ь) І\І-[О-Ацетил-гидроксиацетил]-глицил-
глицил-глицин

3,45г (Юммоль) N-fO-Ацетил-гидроксиацетил]-
глицил-глицил-глицин-трет-бутилового эфира пе-
ремешивают в 50мл трифторуксусной кислоты в
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течение 15 минут Затем выливают в 500мл абсо-
лютного диэтилового сложного эфира, и продукт
отфильтровывают Неоднократно перекристалли-
зовывают из смеси этилацетат/н-пентан

Выход 1,23г (42,5%), белый порошок
Элементный анализ
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изобретения, и не выходя за рамки сущности и
объема его, может провести различные измене-
ния и модификации изобретения, чтобы адапти-
ровать его к различным использованиям и усло-
виям

Рассч
Найд

С
С

41,53
41,31

Н
Н

5,23
5,51

N
N

14,53
14,32

038,72

c) 5-{г\І-[г\Г-Гидроксиацетил)глицил-глицил-
глицил]-6-амино-гексилфосфорная кислота слож-
ный эфир} 5'
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT
*Т*Т*Т*Т-3'

Сначала получают NHS-эфир N-fO-ацетил-
гидроксиацетилі-глицил-глицил-глицин (пример
27Ь) Для этой цели 28,9мг (0,1ммоль) кислоты
растворяют в 500мкл абсолютного ДМФ и смеши-
вают с 11,5мг (0,1ммоль) NHS После охлаждения
до 0°С добавляют 19,2мг (0,1ммоль) EDC и инку-
бируют в течение 30 минут при 0°С Раствор 10мг
(6-аминогексил-фосфорная кислота сложный
эфир) 5'-

CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3' в 1мл раствора бикарбоната натрия, опи-
санного в примере 1, смешивают с 500мкл рас-
твора NHS-эфира, полученного заранее Инкуби-
руют в течение 18 часов при комнатной
температуре Затем концентрируют упариванием
до 500мкл и хроматографируют на Сефадексе G-
25 После лиофилизации получают Змг названного
соединения

d) Tc-99m Комплекс 5-{N-[N'-
Гидроксиацетил)глицил-глицил-глицил]-6-
аминогексил-фосфорная кислота сложный эфир}
51-
CUCAUGGAGCGCAAGACGAAUAGCUACAUAT*T*
Т*Т*Т-3'

1мг конъюгата, описанного в примере 27с),
растворяют в 1мл 0,1 М динатрии кислого фосфат-
ного буфера (рН=10,5) После добавления 10мг
динатрии тартрата, его смешивают с раствором
пертехнетата натрия (1мКи) и затем с Юмкл рас-
твора хлорида олова (II) (5мг/1мл 0,01 М HCI) Вы-
ход по изотопу (95%) определяют с помощью
ЖХВР

Предшествующие примеры можно повторить с
тем же самым успехом путем замены используе-
мых в предшествующих примерах взаимодейст-
вующих веществ и/или рабочих условий на опи-
санные в общем или конкретно
взаимодействующие вещества и/или рабочие ус-
ловия данного изобретения

Из вышеприведенного описания специа-
лист в данной области техники может легко уста-
новить существенные характеристики данного
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