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Синтетические олигонуклеотиды (ON) используются в молекулярной биологии для изменения экспрессии генов. Для улучшения их проникновения в клетки был предложен ряд электронейтральных ON [1,2,3]. Получение таких производных в рамках стандартного автоматического твердофазного синтеза – актуальная проблема. Поиск и воспроизводимый синтез новых незаряженных ON продолжается постоянно. 

Текущее исследование направлено на разработку подхода для создания амидофосфатных ON (схема 1, II) с помощью автоматического амидофосфитного метода синтеза олигонуклеотидов по реакции Штаудингера с использованием флуоренилметилоксикарбонилазида (FmocN3). Выявлено, что промежуточный ON-продукт (схема 1, I) подвергается гидролизу в ходе синтеза олигонуклеотидов. Поэтому в разработанном протоколе введения NH2-модификации после каждой стадии альтернативного окисления присутствует стадия удаления Fmoc-группы смесью 2% диазабициклоундецена (DBU) и 5% N,O-бис(триметилсилил)ацетамида (BSA) в ацетонитриле.
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Для исследования термической стабильности комплементарных комплексов методом термической денатурации получены 8-звенные ON, содержащие одну или две Р-NH2-модификации. Показано, что введение одной амидофосфатной модификации в состав олигонуклеотида снижает температуру плавления его комплекса с ДНК-матрицей на 1,5 ºС (1 М NaCl, 100 мМ CacNa, pH 7,2). 

Таким образом, подобраны оптимальные условия для осуществления автоматического твердофазного синтеза ON NH2-группой у межнуклеозидного атома фосфора.

Исследование поддержано в рамках государственного задания ИХБФМ СО РАН №121031300042-1.
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