Разработка эффективных методов получения олигонуклеотидов с гетероциклическими модификациями по межнуклеотидному фосфату
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Высокий спрос на надежные инструменты для изучения структурных и конформационных полиморфизмов нуклеиновых кислот (НК), их изменчивости и внутренней динамики инициирует разработку новых подходов к синтезу различных типов модифицированых олигонуклеотидов. В последние десятилетия особое внимание уделяется модификации олигонуклеотидов по межнуклеотидному фосфату с целью улучшения свойств олигомеров, в том числе устойчивости к нуклеазам. Примером таких соединений являются разработанные в ИХБФМ СО РАН фосфорилгуанидиновые олигонуклеотиды [1].
Целью работы является развитие эффективных методов синтеза новых видов олигонуклеотидных производных, содержащих межнуклеотидные фосфатные остатки, модифицированные гетероциклическими группами.
В рамках данной работы были впервые получены фосфорамидатные производные олигодезоксирибонуклеотидов, содержащие межнуклеотидные N-бензимидазольные или -бензокса/(тиа)зольные группы. Отработана схема введения модификации по реакции Штаудингера в рамках автоматического твердофазного фосфитамидного метода синтеза. С высоким выходом получены частично и полностью модифицированные как гомонуклеотидные модельные олиготимидилаты, так и различные 10-тизвенные гетеронуклеотидные последовательности ДНК.
Исследована устойчивость полученных олигонуклеотидных производных в кислой среде и показано, что при рН=1 и 37 °С они практически не подвержены кислотному гидролизу. Методом термической денатурации с оптической регистрацией сигнала проведено сравнительное исследование термодинамической стабильности дуплексов нативных и модифицированных олигонуклеотидов с комплементарными цепями ДНК. Показано, что введение модификаций в структуру олигонуклеотидов заметно снижает термостабильность их комплексов при различной ионной силе раствора. Кроме того, показано, что введение модификаций бензоксо(и -тиа)золов приводит к появлению слабо детектируемой флуоресценции олигомеров, тогда как сами модифицирующие азиды такой способностью не обладают.
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