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ВВЕДЕНИЕ

Разработка систем доставки лекарственных 
средств – одна из приоритетных задач развития  
фармацевтических технологий [1]. Перспективное 
направление при этом – процесс модификации 
молекул различными полимерными соединениями  
для создания фармацевтических препаратов про- 
лонгированного действия [2, 3]. Полиэтиленгликоль 
(ПЭГ) – один из инертных гидрофильных био- 
совместимых полимеров с уникальным набором 
физико-химических и биологических свойств [4].

ПЭГилированные молекулы имеют понижен- 
ный почечный клиренс, дополнительную защиту от 
действия протеолитических ферментов, низкие им- 
муногенность и антигенность, что позволяет сохра- 
нить активность in vivo нативного препарата в ор- 
ганизме человека в течение более продолжитель- 
ного времени [5]. Стоит отметить, что низкомоле- 

кулярные ПЭГ в организме расщепляются алко- 
гольдегидрогеназой до токсичных метаболитов, 
поэтому в промышленности (пищевой, фарма- 
цевтической, косметологической) применяют ПЭГ 
с молекулярной массой >1 кДа [6].

Для визуализации процесса in vivo в динамике 
необходимо наличие флуорофора в структуре 
действующего вещества [7]. Для этих целей 
наилучшим образом подходят цианиновые кра- 
сители, имеющие широкий диапазон спектров по- 
глощения и флуоресценции в области 550–770 нм 
(в зависимости от структуры), характеризующиеся 
высоким значением квантового выхода флуорес- 
ценции и коэффициента молярной экстинкции, 
обладающие высокой растворимостью в воде,  
термо- и светостойкостью. Введение разнообраз- 
ных функциональных заместителей в структуру 
красителя легко позволяет влиять на суммарный 
электрический заряд молекулы [8, 9].
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Целью данной работы был синтез с подбором  
условий выделения и очистки флуоресцентно-
меченого полиэтиленгликоля с реакционноспо- 
собной карбоксильной группой для последующей 
модификации одноцепочечных молекул ДНК.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В литературе представлены различные спо- 
собы введения биологически активных соеди- 
нений в состав ПЭГ [10]. Традиционный спо- 
соб – модификация ПЭГ по концевым гидроксиль- 
ным группам [11, 12], приводящая к получению 
гетерофункциональных производных, один из ко- 
торых – ПЭГ с концевыми амино- и карбоксиль- 
ными группами [13].

Для визуализации ПЭГ выбран дисульфиро- 
ванный по 5,5'-положениям индоленинового фраг- 
мента индокарбоцианиновый краситель (аналог 
Cy3) [8]. Данный краситель обладает максиму- 
мами поглощения и флуоресценции в области 550–
570 нм, квантовым выходом флуоресценции ~20%, 
коэффициентом молярной экстинкции ~150 000, а 
также высокой термо- и светостойкостью.

Проведение реакции конъюгации ПЭГ и индо- 
карбоцианинового красителя в одну стадию без 
выделения промежуточного активированного эфира  
красителя в водно-органическом растворителе 
привело к образованию целевого продукта в сле- 
довых количествах, вне зависимости от исполь- 
зуемых активирующих агентов (DSC, BNPC,  

NHS/EDC, NHS/DCC, pNP/DCC, HBTU). По- 
этому предварительно получали активированное 
производное индокарбоцианинового красителя 
(рис. 1) с помощью бис-р-нитрофенилкарбоната 
в DMF с выходом 85%. Активированный эфир 
выделяли обращено-фазовой хроматографией на 
колонке с сорбентом C18-RP в градиенте 10–50% 
ацетонитрила в воде. 

Далее при помощи активированного эфира 
красителя (II) проводили флуоресцентное марки- 
рование полиэтиленгликоля (III). Реакцию конъю- 
гации осуществляли при использовании 10-крат- 
ного избытка ПЭГ по отношению к красителю в 
инертных апротонных растворителях (DMF, DMSO, 
триметилфосфат, гексаметапол) в присутствии 
DIPEA и в водно-органической среде (карбонат-
бикарбонатный буферный раствор – DMF), при 
этом получали разный состав продуктов реакции. 
Степень протекания реакции контролировали 
методом тонкослойной хроматографии (ТСХ) на 
алюминиевых пластинках, покрытых сорбентом 
RP-18 F254, в системе ацетонитрил : вода (2 : 3) 
(рис. 2). 

В водно-органической среде равновесие сме- 
щено в сторону реакции гидролиза активирован- 
ного эфира до исходной кислоты (вне зависимости 
от температуры проведения реакции), при этом 
флуоресцентно-меченый ПЭГ (IV) образуется с 
выходом, не превышающим 2–3%. Проведение 
реакции в гексаметаполе привело к образованию 

Рис. 1. Схема синтеза флуоресцентно-меченого полиэтиленгликоля (IV).
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только побочного продукта с количественным 
выходом (рис. 2а). Флуоресцентно-меченый ПЭГ 
(IV) с выходом 23% получен в DMF в присутствии 
DIPEA при нагревании в течение 12 ч при 50°С 
(рис. 2б). Сопоставимые выходы получены при 
использовании DMSO и триметилфосфата в ка- 

честве растворителя. Реакция конденсации при 
комнатной температуре протекает с медленной 
скоростью. Проведение реакции в присутствии 
каталитических количеств DMAP сместило рав- 
новесие в сторону гидролиза активированного 
эфира (II). При нагревании до 50°С скорость ре- 
акции образования целевого продукта увеличилась 
по сравнению с проведением реакции при ком- 
натной температуре. Следует отметить, что при  
комнатной температуре преимущественно образо- 
вывался побочный продукт и гидролизовался 
активированный эфир.

Хроматографическая очистка – удобный и 
относительно быстрый способ выделения чистых 
продуктов из реакционной массы. При помощи 
обращенно-фазовой хроматографии на колонке 
с сорбентом C18-RP (25 × 40 мкм) в градиенте 
10–50% ацетонитрила в воде целевой продукт от- 
деляли от избытка индокарбоцианинового кра- 
сителя (I) и большей части побочных продуктов, 
а последующая очистка ионнообменной хрома- 
тографией на сорбенте DEAE-целлюлоза DE52  
позволяет удалить оставшиеся побочные про- 
дукты. Заключительный этап очистки – коло- 
ночная хроматография на силикагеле, с помощью 
которой удается полностью удалить избыток ПЭГ.  
Структуру флуоресцентно-меченого ПЭГ подтвер- 
дили данными MALDI-масс-спектрометрического 
анализа (рис. 3). 

Следует отметить, что представленный подход  
получения и очистки флуоресцентно-меченого  

Рис. 3. MALDI-масс-спектр флуоресцентно-меченого полиэтиленгликоля (IV).

Рис. 2. Результаты ТСХ продуктов реакции флуорес- 
центного маркирования полиэтиленгликоля (C18-RP  
пластинки, 40% ацетонитрил – 60% H2O): (а) – 
растворитель гексаметапол: 1 – исходный Су3, 2 –  
смешанная проба исходного Су3 и реакционной мас- 
сы в гексаметаполе, 3 – реакционная масса в гекса- 
метаполе, 4 – смешанная проба реакционная масса 
в DMF плюс реакционная масса в гексаметаполе, 
5 – реакционная масса в DMF; (б) – растворитель 
DMF и DMSO: 1 – исходный Су3, 2 – реакционная 
масса в DMF, 3 – реакционная масса в DMSO, 4 – 
флуоресцентно-меченый ПЭГ, 5 – Су3 pNP.

(а) (б)
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ПЭГ можно применять к любому индоцианино- 
вому красителю и ПЭГ с концевыми амино- и 
карбоксильной группами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы и оборудование. В работе применяли 
реагенты и растворители марок о.с.ч., х.ч. или 
ч.д.а. (Aldrich, США; Alfa Aesar, Германия; Fluka, 
США; Химмед, Россия), с концевыми амино- и 
карбоксильной группами (Macklin, Китай).

1 М триэтиламмоний-ацетатный буферный 
раствор (TEAA) получали следующим образом: 
к смеси деионизированной воды (700 мл) и 
триэтиламина (139 мл, 1 моль) при охлаждении 
на льду и интенсивном перемешивании добавляли 
по каплям под слой жидкости уксусную кислоту 
(57 мл, 1 моль) до достижения рН 7.0, после чего 
объем раствора доводили до 1 л.

1 М триэтиламмоний-гидрокарбонатный бу- 
ферный раствор (TEHC) – в смесь деионизованной 
воды (700 мл) и триэтиламина (139 мл, 1 моль) при 
охлаждении на льду, интенсивном перемешивании 
и контроле pH пропускали газообразный CO2 
до значения рН 7.5, после чего объем раствора 
доводили до 1 л.

Индокарбоцианиновый краситель и его активи- 
рованный эфир синтезировали согласно публи- 
кации [8].

Воду для приготовления растворов получали 
на установке Milli-Q (EMD Millipore, США). Для 
хроматографической очистки олигонуклеотидов 
использовали колонку BDS Hypersil C18-RP 
(Thermo Scientific, США).

Синтез флуоресцентно-меченого полиэтилен- 
гликоля (на примере ПЭГ 1 кДа). Смесь пара-
нитрофенилового эфира индокарбоцианинового 
красителя (8.5 мг, 10.5 мкмоль) и NH2-PEG1000-
COOH (108.5 мг, 110 мкмоль) растворяли в 
DMF (500 мкл) в присутствии DIPEA (25 мкл) 
и перемешивали 12 ч при 50°С. Реакционную 
массу разбавляли водой и продукт реакции (IV) 
выделяли обращенно-фазовой хроматографией на 
колонке C18-RP (25 × 40 мкм) в градиенте 10–50% 
ацетонитрила в воде. Растворитель удаляли, ос- 
таток растворяли в смеси ацетонитрил–вода 3 : 7,  
наносили на колонку, заполненную DEAE-цел- 
люлозой (DE-52, Whatman), и элюировали в ли- 
нейном градиенте концентраций 0.025–0.1 М TEHC 
(триэтиламмоний гидрокарбонатный буферный 
раствор, pH 8.5) в 30%-ном ацетонитриле со 
скоростью 58 мл/ч. Растворители удаляли, оста- 

ток растворяли в дихлорметане и очищали ко- 
лоночной хроматографией на силикагеле в системе 
дихлорметан : метанол, 10 : 1. Получили 4 мг 
продукта (IV) (23%). Найдено: m/z 1685.82 [М]+. 
Вычислено: М = 1611.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведен синтез с подбором условий выде- 
ления и очистки флуоресцентно-меченого поли- 
этиленгликоля с реакционноспособной карбоксиль- 
ной группой для последующей модификации 
одноцепочечных молекул ДНК. Наличие эффек- 
тивного и практически осуществимого способа  
получения реакционноспособных ПЭГилиро- 
ванных индоцианиновых красителей с возмож- 
ностью контроля качества полупродуктов на 
каждой стадии синтеза позволит расширить скри- 
нинг терапевтических препаратов с заданными 
характеристиками.
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Synthesis of Reactive Pegylated Indocyanine Dyes
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Synthesis was carried out with the selection of conditions for the isolation and purification of fluorescently 
labeled polyethylene glycol with a reactive carboxyl group for labeling biomolecules. Pegylated nucleo-
tides, which are part of drugs, allow targeted delivery to the target organ, prolong the half-life, reduce 
immunogenicity and increase stability.
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