Подход к разработке модифицированного Boc-протокола синтеза пептидно-нуклеиновых кислот (ПНК)
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Пептидно-нуклеиновые кислоты (ПНК) – синтетические миметики нуклеиновых кислот на основе полиамидного остова, способные к молекулярному узнаванию комплементарных последовательностей ДНК и РНК [1]. 
Олигомеры ПНК получают последовательным наращиванием мономерных звеньев на полимерном носителе методом твердофазного синтеза (ТФС). Применение жестких сильнокислых условий отщепления олигомера с носителя, характерных для Boc-протокола ТФС aeg-ПНК, приводит к деструкции последовательности γ-ce-ПНК, причем выход олигомеров не превышает 10% [2]. Поэтому необходима модификация Вос-протокола ТФС ПНК, позволяющая выполнять отщепление олигомеров и постоянных защитных групп в мягких условиях. Для этого может быть использован линкер, расщепляемый в щелочных условиях (Рис. 1). Такое решение позволяет использовать постоянные защитные группы, удаляемые под действием оснований. Таким образом, целью работы была модификация Boc-протокола ТФС ПНК за счет использования щелочных условий отщепления и удаления постоянных защитных групп. 
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Рис. 1. Принцип удаления γ-(S)-ce-ПНК от носителя в условиях модифицированного Boc-протокола; B – нуклеиновое основание, Pg – защитная группа
Был проведен синтез и эксперименты по отщеплению модельного димера ПНК состава H-ATγ-ce-OH в условиях избытка 2М водно-спиртового раствора NaOH. Методом MALDI-TOF масс-спектрометрии установлено, что при действии щелочью в течение 15 минут удаление cHex-защитных групп бокового радикала происходит не до конца. Увеличение времени реакции до 30 минут позволило обеспечить более полную депротекцию. В оптимизированных условиях был синтезирован и отщеплен с носителя тетрамер H-ACATγ-ce-OH. Выход олигомера удалось повысить в 2,5 раза, по сравнению с ранее опубликованным данными, где были использованы жесткие условия отщепления.
В ходе работы были проведены синтезы модельных миксмеров ПНК, содержащих как aeg-, так и γ-ce-мономеры в своей структуре, на MBHA-смоле по модифицированному Вос-протоколу. Кроме того, был проведен подбор и оптимизация условий отщепления и удаления постоянных защитных групп уретанового типа в нуклеиновых основаниях.
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