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ПОЛУЧЕНИЕ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОГО 
ПОЛИМЕРНОГО НОСИТЕЛЯ ДЛЯ ТВЕРДОФАЗНОГО СИНТЕЗА 
ФРАГМЕНТОВ ДНК НА ОСНОВЕ МИКРОСФЕРИЧЕСКОГО 
АЭРОСИЛОГЕЛЯ «СИЛОХРОМ-2» 

Предложен новый полимерный носитель для высокоэффективного синтеза олигонук-
леотидов на основе микросферического аэросилогеля «Силохром-2» с простой синте-
тической спейсерной группой между нуклеозидом и полимером. На носителе с успе-
хом осуществлен синтез нескольких десятков олигодезоксирибонуклеотидов длиной до 
35-звенных. 

Введение. Одной из важнейших проблем твердофазного синтеза оли-
гонуклеотидов является выбор эффективного полимерного носителя. Но-
сители на основе полистирола [1], целлюлозы [2] или полиамидных 
смол [3, 4] используются редко, так как они малоэффективны вследст-
вие низкой механической прочности, избыточного набухания полиме-
ров, необратимой адсорбции реагентов, низких выходов конденсации и 
др. Этих недостатков можно избежать при использовании жестких, не-
набухающих, пористых неорганических полимеров. В настоящее время 
применяются носители на основе пористого стекла CPG [5—8] п сили-
кагеля [8—13], реже—кизельгура [14]. Силикагельные носители ме-
ханически стабильны, химически инертны в условиях олигонуклеотид-
ного синтеза, легко отмываются и функционализируются, хорошо соче-
таются с любым методом синтеза. Для получения носителя использу-
ют в основном дорогие силикагели для ВЭЖХ типа «Porasil», «Fracto-
sil», «Vydac» и др.; неплохие результаты демонстрируют и носители на 
основе силикагеля «Силохром С-80» [15—17]. В настоящей работе опи-
сано получение высокоэффективного носителя для твердофазного син-
теза олигонуклеотидов на основе легкодоступного отечественного мик-
росферического аэросилогеля «Силохром-2» с синтетическим спейсером. 

Материалы и методы. В работе использованы янтарный ангидрид 
(«Мегск», ФРГ), 1-метилимидазол (MeIm), 3-аминопропилтриэтоксиси-

лан («Fluka», Швейцария), пористое стекло CPG LCAA, 500 A («Pier-
ce», США). Остальные реагенты и растворители отечественного произ-
водства. Растворители абсолютировали, как описано в [18]. Защищен-
ные нуклеозиды получали согласно [18], Н-фосфонаты нуклеозидов — 
[19]. Содержание аминогрупп на полимере контролировали при помо-
щи нингидринового теста [18], карбоксильных групп — согласно [11]. 
Спектрофотометрические измерения проводили на приборе СФ-46. 
Функционализацию стекла CPQ LCAA осуществляли по [8]. Автома-
тический синтез олигонуклеотидов проводили на синтезаторе «Викго-
рия-бМ»; обращенно-фазовую В Э Ж Х — н а хроматографе Pharmacia 
FPLC System (Швеция) на колонке HR 5/2 с использованием градиен-
та концентрации ацетонитрила в 0,1 M триэтиламмонийацетатном бу-
фере (рН 7,5) со скоростью элюции 0,5 мл/мин. 

П о л у ч е н и е н о с и т е л я . Аминирование. «Силохром-2» (4 г) 
промывали конц. HCl, водой, метанолом и эфиром, высушивали при 
60 °С. Суспендировали в 25 мл 95 %-го этанола, прибавляли 6 мл ами-
нопропилтриэтоксисилана и выдерживали 2 ч при периодическом пере-
мешивании. Носитель отфильтровывали, промывали спиртом и эфиром, 
высушивали в вакууме и выдерживали 1 ч при 110°С. После обработки 
5 мл триметилхлорсилана в 15 мл абсолютного пиридина (Py) в те-
чение 2 ч носитель отфильтровывали, промывали пиридином, метано-
лом, затем раствором 5%-го триэтиламина в хлороформе (для обра-
зования свободных аминогрупп), хлороформом и эфиром, высушивали 
в вакууме. 
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Карбоксилирование. Носитель упарили с абсолютным пиридином, 
суспендировали в 20 мл абсолютного пиридина, добавили 3 мл MeIm 
и 3 г янтарного ангидрида и выдержали в течение ночи. После полного 
исчезновения аминогрупп (нингидриновый тест) носитель отфильтро-
вали, промыли пиридином, метанолом и водой, затем 0,1 M трихлор-
уксусной кислотой для образования свободных карбоксильных групп. 
Промыли водой до нейтрального рН, ацетоном и эфиром, высушил к в 
вакууме. 

Введение этилендиамина. Носитель обработали раствором 1 г 
я-нитрофенола и 1,35 г N, N'-дициклогексилкарбодиимида (DCC) в сме-
си 2 мл абсолютного пиридина и 20 мл абсолютного ацетонитркла. 
Через 2 ч добавили 2,5 мл этилендиамина и выдержали смесь в течение 
ночи. Реакцию вели до полного исчезновения карбоксильных групп, 
повторяя ее при необходимости. Носитель отфильтровали, промыли 
пиридином, метанолом, 5 %-м триэтиламином в хлороформе, з а т е м хло-
роформом и эфиром. Высушивали в вакууме. 

Повторное карбоксилирование проводили, как описано выше 
Посадка нуклеозидов. 1 г носителя, содержащего якорные COOH-

группы, и 0,3 ммоль соответствующего б'-О-диметокситритил-Гч-ацил-
нуклс-озида дважды упарили с абсолютным пиридином и обработали 
0,6 ммоль триизопропилбензолсульфохлорида (TPSC1, 180 г) и 2 ммоль 
McIin (160 мкл) в 5 мл абсолютного пиридина в течение 1 ч, затем до-
бавили 200 мкл абсолютного этанола для блокирования оставшихся 
карбоксильных групп. Через 30 мин носитель отфильтровали, промыли 
пиридином, метанолом, хлороформом и эфиром, высушили в вакууме. 
Если оставались свободные СООИ-группы, то повторяли конденсацию 
со спиртом или всю процедуру в зависимости от их количества. Iiv-
кость носителей, определявшаяся спектрофотометрически ПО OTIH1CiI Л C-
нию диметокситритильного катиона согласно [И, 18], составила 25— 
35 м к моль/г. 

С и н т е з о л и г о н у к л с о т и д о в . Твердофазный синтез олиго-
дезоксирибонуклеотидов осуществляли Н-фосфонатным методом с про-
ведением конденсаций в смеси CH3CN — Py (4: 1) в ручном и автома-
тическом вариантах, как описано [20, 21]. После деблокирования це-
левые олигонуклеотиды выделяли электрофорезом в полиакрилампд-
ном геле. 

Результаты и обсуждение. Микросферический аэросилогель «Си-
лохром-2», известный как носитель для газовой хроматографии, по фи-
зическим параметрам близок к другим крупнопористым силикатным но-
сителям для твердофазного синтеза олигонуклеотидов (табл. 1). Его 
преимуществом по сравнению с «Силохромом С-80» является правиль-
ная сферическая форма частиц, а также больший диаметр пор, что, как 
известно, повышает эффективность синтеза [5, 10, 13, 16]. Носитель 
механически достаточно прочный и успешно может использоваться :•) 
автоматических синтезаторах. 

Эффективность носителя зависит от ряда факторов, среди которых 
емкость, диаметр пор, концентрация свободных силанольных групп, на-
личие и природа спейсерной группы и др. [5, 10—13, 15, 16]. Выходы 
реакций конденсации связаны со стерическими параметрами — коицен-

Т а б л и ц а 1 
Физические параметры некоторых силикатных носителей для твердофазного 
синтеза олигонуклеотидов 

Носитель Размер частиц, мкм Удельная поверхность, 
м 2 / г 

Средний диаметр 
пор, HM 

«CPG-500» 125—177 70 50 
«Fractosi l -500» 63—125 50 50 
«Силохром С-80» 200—300 70—100 40—60 
«Силохром-2» 150—250 40—60 60—90 
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трацпен функциональных групп на поверхности полимера и легкое* ыо 
доступа к ним. Для повышения выходов увеличивают расстояние меж-
ду носителем и олигонуклеотидной цепью при помощи спейсера. Пред-
ложен целый ряд конструкций спейсерных групп, в основном, поли-
амидной природы (табл. 2). Более высокая эффективность носителей 
со спейсерами объясняется уменьшением несвязанных взаимодействий 
между нуклеозидами и поверхностью полимера и устранением стериче-
ских препятствий для присоединения мономеров, особенно на первых-
стадиях синтеза (далее роль спейсера может играть растущая олиго 
нуклеотидная цепь). Важнейшее значение имеют длина и структура 
спейсерной группы. Лучшие результаты (выход и гомогенность целевых 
олигонуклеотидов) достигаются со спейсерами вытянутой конформации, 
тогда как рост внутримолекулярных водородных связей и диполь-ди-
польных взаимодействий увеличивает вероятность изогнутых конформа-
ций и снижает выход продуктов [12, 13]. Эффективные спейсеры долж-
ны состоять из коротких полярных фрагментов, содержащих планарные 
амидные связи, что вызывает удаление первого нуклеозида от неполяр-
ной силанизированной поверхности силикагеля [12]. К таким спенсе-
рам относится, например, диглицильный спейсер (табл. 2, № 4), де-
монстрирующий отличные результаты, несмотря на относительно не-
большую длину. Ему значительно уступают спейсеры, содержащие бо-
лее длинные алифатические фрагменты, такие как бис-у-аминобути-
рильный или бис-е-аминогексаноильный, поскольку они легче сгиба-
ются с образованием внутримолекулярных связей, а также «залипа-
ют» на неполярной поверхности носителя в результате гидрофобных 
взаимодействий. Последнее уменьшает расстояние между олигонуклео-
тидом и носителем, снижая тем самым эффективность носителя 112]. 

Среди широкого круга изученных спейсеров [13] одним из луч-
ших был спейсер № 8 (табл. 2). Для получения носителя нами исполь-
зована спейсерная группа аналогичной конструкции (№ 10), в которой 
исходя из вышеизложенного остаток гексаметилендиамина заменен бо-
лее коротким этилендиамином. Разработан способ синтеза носителя с 
таким спейсером на основе «Силохрома-2» (схема): 

£L 0^O 
Λ I НО),S\(CH2)3NHz ^ , ч T T 

Ί L l ^ L (P)-Sr(CH2)3NH2 Pym^MeIrrT 

^ I , f.DCC, 0, N JJb-OH 
( P ) - S i - ( C H 2 ) 3 H H C O ( C H 2 ) 2 C D O H У і п — 
w I 2 3 2 2 Ζ. H2NCH1CH2 NH2 

(P)-Si-(CH2)3 NHCO(CH2 )2 ComUH2)2 W 2 » 

I ROH 
(P)-S HCH2)3NHCOiCH2)zCONH(CH2)2NHCO(CH2)2COOH ^ ^ m ^ p y » 

(P)-S L "(CH2 )3NHC0 (CH2)2 CONH (CH2 )2 NHCO (CH2)2 C00R 

(р)—аэросилогель; roh - J - О^-защищенныи нуклеозиВ 

Аминирование аэросилогеля осуществляли обработкой аминопро-
пилтриэтоксисиланом в водном этаноле согласно [18]. Этот метод дает 
лучшие результаты по сравнению с другими, например, кипячением в 
толуоле. После блокирования непрореагировавших силанольных групп 
триметилхлорсиланом в пиридине проводили сукцинилирование амино-
групп на полимере янтарным ангидридом в пиридине в присутствии 
MeIm, как описано в [8]. К остаткам янтарной кислоты методом акти -
вированных эфиров присоединяли этилендиамин. Затем наращивали 
спейсер повторным сукцинилированием и осуществляли посадку нукле-
озидов на носитель, содержащий якорные гидроксильные группы, обра-
батывая его соответствующим 5'-0-диметокситритил-Ы-ацилнуклеози-
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дом в присутствии TPSCl и MeIm [8]. Преимущество такого подхода 
состоит в том, что отпадает необходимость в получении З'-сукцинатов 
четырех нуклеозидов. Наши носители имели емкость 25—35 мкмоль/г, 
что близко к оптимальной при синтезе олигонуклеотидов для целей мо-
лекулярной биологии и генетической инженерии. Для крупнопористых 
носителей, в том числе «Силохрома-2», характерны относительно невы-
сокая удельная площадь поверхности и, следовательно, емкость. Одна-
ко только носители с достаточно большим диаметром пор (50 нм и 
более) дают высокие выходы реакций конденсации, так как при этом 
облегчен доступ реагентов в поры [13, 16]. Стремление к увеличению 
.загрузки не всегда оправдано, поскольку при этом часто снижаются 
выходы конденсаций из-за влияния стерических факторов, связанных с 
увеличением плотности функциональных групп на поверхности поли-
мера. При невысокой плотности посадки нуклеозидов выходы конденса-
ций выше, и могут быть получены более длинные олигонуклеотп-
ды [10, 13J . 

На носителе с высокой эффективностью синтезировано несколько 
десятков олигодезоксирибонуклеотидов длиной до 35-звенных, в том 
числе фрагментов для последующей сборки гена металлотионеина Neu-
rospora crassa. Синтез осуществляли Н-фосфонатным методом с кон-
денсацией в смеси ацетонитрил — пиридин ( 4 : 1 ) согласно [20, 21]. 
Последовательности и выходы некоторых олигонуклеотидов приведены 
в табл. 3. Выходы реакций конденсации были весьма высокими (в сред-
нем 96—98 % на стадию в ручном и 97,5 — 99 % в автоматическом ва-
риантах синтеза), начиная с первой стадии, и соответствовали или да-
же превосходили результаты, полученные на носителе CPG LCAA. 

T а б л и ц а 2 
Некоторые спейсерные группы в полимерных носителях вида Rjr -O—X—P 

№ Спейсерная группа (X) Полимер P Литературный 
источник 

1 - S a - A P Si, C P G [ 5 , 8 — 1 1, 17, 
18] 

2 - S u - G i y - E D A - P o l y a m i d e [3] 
3 -SU-GIV-GIV-EDA- K i e s e l ^ u h r [14 ,18J 
4 - S u - G l y - G l v - A P - Si, C P G [ 5 , 1 2 ] 
5 - S u - [ N H ( C H 2 ) n C O J M - A P - ( n = 2,5; m = l , 2 Силохром С-80 [16] 
6 -SU -NH(CHO ) 5 CO-AP- C P G * * 

7 - S u - N H ( C H 2 ) 1 2 C O - N H - M o n o B e a d s * * * 

8 -SU -HMDA-SU -AP- Si, C P G [13] 
9 - S U - H M D A - C O O C H 2 C H (OAC) C H 2 O (CH 2 ) 3 C P G [ 6 , 1 8 ] , * * * * 

10 -SU -EDA-SU -AP- Силохром-2 Д а н н а я р а б о т а 

П р и м е ч а н и е . Su — сукцинат , - C O C H 2 C H 2 C O - ; А Р - а м и н о п р о п и л , - Ы Н ( С Н 2 ) з - ; 
G l y - г л и ц и н , - N H C H 2 C O - ; E D A — этилендиамин , - N H C H 2 C H 2 N H - ; H N D A — гексаме-
тилендиамин , - N H ( C H 2 ) 6 N H - . * О с т а т о к нуклеозида ; ** носитель ф и р м ы «Cruachem»; 
*** G e n e Assemble r S u p p o r t ( « P h a r m a c i a » ) ; **** носитель C P G LCAA («Pierce», 

• « S i g m a » ) . 

Т а б л и ц а 3 
Последовательности и выходы некоторых синтезированных 
олигонуклеотидов 

Π оследов ательность Выход*, % Средний выход 
на стадию, % 

I d ( C G G A T C C G ) 89 98,6 
И d ( С A C C A C C A C C A C C A C ) 86 99,0 

I I I d ( T T G G C C A C T C C C T C T C T G C G ) 70 98,2 
Vi d ( Т С A G C A T C T C А Т С A A T T T C A G T C А ) 71 98,5 
V d ( C C G C A T C C A T G A G T T G C C A A C C T T T C A ) 55 97,8 

* В пересчете на первое звено, присоединенное к носителю. 
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Следует отметить, что в случае синтеза на носителе на основе того же 
аэросилогеля «Силохром-2», но без длинного спейсера, т. е. с простей-
шей связью между нуклеозидом и полимером (№ 1, табл. 2), на пер-
вых двух — трех стадиях выходы конденсаций были существенно ниже 
(85—95 %), как и гомогенность целевых продуктов. 

Деблокирование и выделение олигонуклеотидов осуществляли стан-
дартными методами. Чистота и гомогенность синтезированных соецине-

Анализ олигонуклеотида (V) обращенно-фазовой В Э Ж Х : а — реакционная смесь 
после удаления ацильных защитных групп; б — полностью деблокированный олиго-
нуклеотид после очистки гель-электрофорезом 

ний, определенные при помощи обращенно-фазовой ВЭЖХ и гель-элек-
трофореза, не уступали результатам, полученным на носителе CPG 
LCAA (рисунок). 

Таким образом, предложенный нами носитель для твердофазного 
синтеза олигонуклеотидов на основе микросферического аэросилогеля 
«Силохром-2» по своей эффективности полностью соответствует луч-
шим в мировой практике (но дорогим и труднодоступным) носителям 
на основе пористого стекла CPG. Описанная конструкция спейсера про-
ста в получении и вместе с тем позволяет достичь весьма высоких вы-
ходов и чистоты синтезируемых соединений. 

Авторы благодарят Г. Панасенко за предоставление образца «Си-
лохрома-2». 

Работа финансировалась Государственным комитетом Украины по 
вопросам науки и технологии. 

Р е з ю м е . Запропоновано новий полімерний носій для високоефективного син-
тезу олігонуклеотидів на основі мікросферичного аеросилогелю «Силохром-2» з про-
стою спейсерною групою між нуклеозидом і полімером. На ньому успішно синтезо-
вано декілька десятків олігодеоксирибонуклеотидів довжиною до 35 ланок. 

S u m m a r y . New polymer suppor t for the h igh ly efficient ol igonucleot ide synthe-
sis is proposed. It is based on the microspheric silica «Silochrom-2» with a s imple 
synthet ic spacer g roup between the nucleoside and polymer. On this suppor t a few 
dozens of o l igodeoxyribonucleot ides up to 35 bases in length were synthesized succes-
sful ly . 
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