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ПРЕПАРАТИВНЫЙ СИНТЕЗ ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫХ БЛОКОВ 
НА ВЫСОКОСШИТОМ ПОЛИМЕРНОМ НОСИТЕЛЕ

Несмотря на значительное число работ по синтезу олигонуклеотидов на 
различных полимерных носителях (1_3), препаративный вариант получе­
ния даже коротких олигонуклеотидов практически не описан. Ранее (4) 
нами была показана принципиальная возможность твердофазного синтеза 
трех-четырехчленных олигонуклеотидных блоков в количестве 0,02— 
0,2 .ммоля. В целях дальнейшей отработки препаративного синтеза олиго­
нуклеотидов на высокосшитом полимерном носителе в настоящей работе 
осуществлен синтез двух блоков состава ТрТ и TpGpG, а также изучена 
возможность фосфорилирования одного из них для получения олигопукле- 
отида, содержащего фосфор в З'-положепии. Синтез проводился на новом 
макропористом высокосшитом полимерном носителе по следующей схеме:
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Полимерный носитель был получен сополимеризаций стирола, дивинил- 
бензола и и-метокси-га'-винилтрифепилкарбинола (5) в объемном соотно­
шении 3 : 2, 5 : 1 в присутствии октана (40% от объема смеси мономеров). 
Полученный полимер переводился в активную форму хлорированием хло­
ристым ацетилом. Содержание хлора составило 1,4%, что соответствовало 
400 цмол. активных центров на 1 г полимерного носителя. Присоединение 
тимидина к полимеру проводилось путем обработки носителя тимидином 
(140 мг на 1 г полимера) в абс. пиридине в течение 17 час. при 17°. Коли­
чество присоединенного нуклеозида определялось после обработки поли- 
мер-тимидина (I) 2% трифторуксусной кислотой в абс. бензоле и состав­
ляло 55 мг (227 цмол.) на 1 г носителя. Таким образом, модификации под­
верглось 69 % активных центров.

Как видно из приведенной схемы, нуклеозидным компонентом в син­
тезе служил полимер-нуклеозид (I) или, после проведения конденсации, 
полимер-динуклеозидфосфат (II, IV); нуклеотидным — З'-О-ацетилтимиди- 
ловая и N-изобутирил-З'-О-ацетилдезоксигуаниловая кислота. Конденсация 
проводилась в присутствии триизопропилбензолсульфохлорида (TPS) в 
абс. пиридине по обычной методике (2~4). Условия проведения конденса­
ции и выходы синтезированных олигонуклеотидов представлены в табл. 1.

В отличие от результатов, полученных ранее на низкосшитом полимер­
ном носителе (4), при проведении конденсации нолимер-динуклеозидфос- 
фата (IV) с защищенной гуаниловой кислотой, несмотря на образование 
тринуклеозиддифосфата (23% относительно TpG*But), количество TpG’But 
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на полимерном носителе не только не уменьшилось, а даже несколько воз­
росло (до 37%). Эти данные свидетельствуют о том, что в реакцию всту­
пило дополнительно около 10% тимидина, не прореагировавшего при пер­
вой конденсации. Это обстоятельство позволяет надеяться на увеличение 
выхода при повторном проведении каждой стадии конденсации.

Таблица 1

Нуклеозидный 
компонент

Фосфорилирующий
агент

Мольное соотношение
Продолж. 

реакц., 
час.

Продукт 
реакц.

Выход, %

нуклео­
тид : нук­

леозид
TPS:

нуклеотид
на ста­

дии общий

(К)—T рТ — ОАс 3 4 16 ТрТ 69 69

(%/)—T _iBut .
pG —ОАс 3 4 16 TpG 34 34

(р/нтро1в“‘ iButpG —ОАс 3 4 16 TpGpG 23 8

4Ps)—ТрТ фЦианэтилфосфат 2 3 * 86 ТрТр 79 56

* В качестве конденсирующего агента использован мезитиленсульфохлорид.

Селективное удаление ацетильной защиты с З'-гидроксильпой группы 
осуществлялось обработкой полимера 0,2 М раствором едкого кали в смеси 
метанол — диоксан (1:9 по объему) в течение 12 час. при 20°. При по­
лучении продукта II было использовано 10 г полимерного носителя, содер­
жащего 490 мг (2 ммоля) тимидина; таким образом было получено 800 мг 
(1,4 ммоля) тимидилил- (3/ -> 5')-тимидина. Синтез соединения V осущест­
влен на 15 г полимерного носителя (1,53 г, 4 ммоля тимидина), при этом

Таблица 2

Соединение
Rf 2

^ОТН Соединение ^ОТН
А В F А В F

т
рТ 
pG 

pgiBllt 
pG'But — ОАс

0,65
0,13
0,14

0,67
0,30
0,28
0,52
0,65

0,66

0,29
0,51
0,67

0
1,0
1,0

TpGiBut —ОАс
TDGiBut 
TpG3

TpGpG3 
ТрТ 
ТрТр

0,27
0,11

0,08

0,72
0,54
0,25
0,22
0,38
0,20

0,83
0,50
0,33
0,17
0,42

0,51

0,46
0,65
0,5
1,0

Примечания. 1. А — система: изопропанол — аммиак — вода 7:1:2; В — н-бутанол — 
уксусная кислота — вода 5:2:3; F — изомаслядая кислота — аммиак — вода 66 : 1 : 33. 2. Моляр­
ное соотношение продуктов после ферментативного гидролиза: для TpG- и TpGpG-: T/pG- = 
1/1,1 и 1/1,85 соответственно.

было получено 750 мг (0,9 ммоля) тимидилил-(3'5')-гуанозппа и около 
200 мг (0,21 ммоля) тимидилил-(3'5')-гуанплпл-(3'5')-гуанозина.

Для изучения возможности синтеза на полимерном носителе олиго- 
нуклеотидных блоков, содержащих фосфатную группу на З'-концо было 
предпринято фосфорилирование полимср-дипуклеозидфосфата (II) %цпап- 
этилфосфатом в присутствии мезитиленсульфохлорида по методу Лет- 
зингера (6). Выход дпнуклеотида (III) при этом составил 79% за 86 час. 
даже при использовании всего лишь двухкратного избытка фосфорили­
рующего агента.

Идентификация всех полученных соединений проводилась после удале­
ния продуктов синтеза с полимера и разделения смеси методом электро­
фореза и хроматографии па бумаге. Структуру олигонуклеотидов доказы­
вали гидролизом фосфодиэстеразой змеиного яда после удаления всех 
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защитных групп с последующим спектрофотометрическим определением 
продуктов гидролиза. Соответствующие данные приведены в табл. 2. Ве­
щества характеризовались данными электрофореза и хроматографии на 
бумаге (табл. 2), а также у.-ф. спектрами. Для олигонуклеотидов, содер­
жащих гуаниловую кислоту, получены следующие характеристики:

TpG: Xmax 255, Xmin 231, 1,0; 0,195;
•C2G0 -С-260 -С-260

TpGpG: Хшах 259, Хга1п 234, 0,89; 0,93;
2^0 2-.il

Московский государственный университет 
им. М. В. Ломоносова

0,38.

0,32.
■С-260
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