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Описаны новые цвиттер-ионные производные олигонуклеотидов, содержащие 1,2,3,4-тетрагидро-
изохинолин-7-сульфонилфосфорамидную группу. Автоматизированный синтез этих соединений
осуществлен по β-цианэтильной амидофосфитной схеме с использованием реакции Штаудингера
между 2-трифторацетил-1,2,3,4-тетрагидроизохинолин-7-сульфонилазидом и фосфиттриэфиром в
составе олигонуклеотида, привитого к полимерному носителю. 1,2,3,4-Тетрагидроизохинолин-7-
сульфонилфосфорамидная группа (THIQ) оказалась устойчивой в условиях стандартного синтеза
олигонуклеотидов, включая удаление защитных групп с отщеплением олигонуклеотида от поли-
мерного носителя обработкой смесью концентрированных водных растворов аммиака и метилами-
на (1:1) при нагревании. Получены олигонуклеотиды, модифицированные от одной до пяти THIQ-
групп в различных положениях. Цвиттер-ионный характер полученных производных отражался в
различной подвижности в условиях денатурирующего электрофореза в ПААГ. Термическая устой-
чивость дуплексов олигодезоксинуклеотидов, содержащих THIQ-группы, с комплементарными
ДНК и РНК слабо отличалась от устойчивости природных дуплексов ДНК:ДНК и ДНК:РНК. По-
лученные результаты позволяют предположить возможность использования олигонуклеотидов,
модифицированных цвиттер-ионными THIQ-группами, в качестве антисмысловых терапевтиче-
ских агентов.
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ВВЕДЕНИЕ
Интерес к производным олигонуклеотидов

как к терапевтическим агентам повышается с
каждым годом [1–3]. Для этого есть несколько
причин, а именно, олигонуклеотиды способны
комплементарно связываться с нуклеиновыми
кислотами, прежде всего с РНК живых клеток, и
воздействовать на экспрессию генов, что, как
правило, не могут лекарственные средства на ос-
нове малых молекул [4]. К настоящему времени
получено множество производных олигонуклео-
тидов, применяемых в так называемой антисмыс-

ловой терапии [5, 6], которые, исходя из различий
в механизме действия, можно разделить на две
основные группы, а именно, на пространствен-
ные блокаторы функции РНК [7], в частности,
корректоры сплайсинга [8], и на активаторы кле-
точных нуклеаз, в основном РНКазы Н [9]. Из
числа последних наиболее широко используются
олигонуклеотиды с модифицированной фосфат-
ной группой, прежде всего тиофосфатные произ-
водные [10]. Популярность этих производных вы-
звана, с одной стороны, относительной просто-
той получения и повышенной устойчивостью к
ферментативному расщеплению, а с другой –
свойствами тиофосфатной группы (облегченное
проникновение в клетки за счет связывания со
специфическими рецепторами и эффективная

1 Авторы, внесшие равный вклад в работу.
Сокращения: DMTr – 4,4′-диметокситритил; TEAA – аце-
тат триэтиламмония; THIQ – 1,2,3,4-тетрагидроизохино-
лин-7-сульфонилфосфорамидная группа.
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транслокация в ядра клеток), а также улучшенной
фармакокинетикой и фармакодинамикой тио-
фосфатных производных по сравнению с други-
ми аналогами ДНК и РНК [11]. Эти благоприят-
ные свойства обусловлены повышенной аффин-
ностью тиофосфатных олигонуклеотидов к
белкам [12]. Обратной стороной высокого срод-
ства к белкам является повышенная токсичность
данных производных [13]. Для снижения неспе-
цифической токсичности и повышения селек-
тивности антисмыслового действия актуальной
остается разработка новых аналогов фосфоди-
эфирной связи, лишенных недостатков тиофос-
фатной группы, но не потерявших ее достоинств.
Примером может служить предложенная недавно
мезилфосфорамидная группа [14, 15]. Взаимодей-
ствие тиофосфатных олигонуклеотидов с белка-
ми, как считается, обусловлено нековалентными
ван-дер-ваальсовыми (гидрофобными) взаимо-
действиями [12, 16], хотя недавно была выдвинута
оригинальная гипотеза о ведущей роли в улуч-
шенном проникновении в клетки динамического
образования несимметричных дисульфидных мо-
стиков между тиофосфатными группами олиго-
нуклеотида и остатками цистина в белках [17].
Особый интерес вызывают аналоги фосфатной
группы, способные к взаимодействию с амино-
кислотными остатками в белках за счет как ион-
ных (электростатических), так и гидрофобных
взаимодействий. К их числу можно отнести цвит-
тер-ионные группировки, несущие как отрица-
тельный, так и положительный заряд. Известно
большое число катионных модификаций меж-
нуклеотидной группы и гетероциклических осно-
ваний или углеводного остатка в олигонуклеоти-
дах [18, 19]. В ряде производных природные фос-
фодиэфиры сочетаются с модифицированными
фосфатами, несущими положительно заряжен-
ные группы [20]. Показано возрастание устойчи-
вости некоторых цвиттер-ионных олигонуклео-
тидов к ферментативному гидролизу [21], повы-
шение сродства к ДНК [22] и улучшение
проникновения в клетки [20]. Можно предполо-
жить, что аналоги олигонуклеотидов, сочетаю-
щие цвиттер-ион с гидрофобной группой, будут
способны взаимодействовать с более широким
спектром аминокислотных остатков в составе
белков: не только катионных (Lys, Arg, His), но и
анионных (Asp и Glu) и неполярных (Trp, Phe,
Leu, Ile, Val).

Этим условиям отвечает 1,2,3,4-тетрагидро-
изохинолин-7-сульфонилфосфорамидная группа
(THIQ), сочетающая вторичную алифатическую
аминогруппу с рКа около 10 в насыщенном цикле
с бензольным кольцом при сульфонилфосфора-
мидной связи, отрицательно заряженной при фи-
зиологических значениях рН [14, 23].

Известно, что химическая модификация часто
снижает способность олигонуклеотида к компле-

ментарному связыванию [24]. Поэтому представ-
ляет интерес замещение по крайней мере части
фосфодиэфирных связей в олигонуклеотиде
цвиттер-ионными группами с целью повышения
прочности образующегося комплементарного
комплекса за счет компенсации электростатиче-
ского отталкивания между цепями [22]. Ранее
мы предложили использовать для стабилизации
G-квадруплексов путем уменьшения электро-
статического отталкивания незаряженные фос-
форилгуанидиновые группы [25] и цвиттер-ион-
ные алифатические сульфонилфосфорамидные
группы, содержащие в боковой цепи остаток чет-
вертичного аммония [26]. В дальнейшем Su и со-
авт. показали, что эта цвиттер-ионная группи-
ровка повышает устойчивость комплементарного
дуплекса с ДНК и РНК, и триплекса с ДНК [27].
В то же время выявлено преимущество аромати-
ческой тозилфосфорамидной группы [23] в ре-
альном биологическом приложении [28].

В данной работе мы синтезировали новые оли-
годезоксинуклеотиды, содержащие в одном или
нескольких межнуклеотидных положениях цвит-
тер-ионные THIQ-группы и провели экспери-
менты по термической денатурации дуплексов
олигонуклеотидов, модифицированных THIQ, с
комплементарными ДНК и РНК.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Синтез олигонуклеотидов проводили с помо-

щью автоматического синтезатора ДНК/РНК
ASM-800 производства ООО “Биоссет” (Новоси-
бирск, Россия) согласно доработанному протоко-
лу твердофазного амидофосфитного синтеза в
стандартных реакторах объемом 12–50 мкл в мас-
штабе 0.1–0.4 мкмоль из соответствующих дез-
оксирибонуклеозид-3'-β-цианэтил-N,N-диизо-
пропиламидофосфитов и полимерных носите-
лей на основе пористого стекла с размером пор
500 Å с привитыми дезоксирибонуклеозидами от
компании “Sigma Aldrich” (США). В качестве за-
щитных групп для экзоциклических аминогрупп
азотистых оснований использовали: А – бензоил,
С – ацетил, и G – изобутирил. 4,4'-Диметоксит-
ритильную (DMTr) группу с 5′-конца нуклеозида,
иммобилизованного на полимере, удаляли обра-
боткой 3%-ной дихлоруксусной кислотой в хло-
ристом метилене. Конденсацию амидофосфитов
проводили в присутствии активатора 5-этилтио-
1H-тетразола (0.25 М раствор в ацетонитриле).
Для кепирования непрореагировавших 5'-гид-
роксильных групп использовали стандартные
растворы Cap А и Cap B. Для введения 2-трифто-
рацетил-1,2,3,4-тетрагидроизохинолин-7-суль-
фамидной группы по межнуклеотидному фосфату
вместо окисления иодом использовали реакцию
Штаудингера с 2-трифторацетил-1,2,3,4-тетрагид-
роизохинолин-7-сульфонилазидом (0.2 М раствор
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в ацетонитриле) в течение 30 мин [17, 21]. Соот-
ветствующий сульфонилазид получен из коммер-
ческого сульфонилхлорида компании “Alfa Aesar”
(США) и азида натрия в ацетонитриле.

Олигонуклеотиды синтезировали в режиме без
сохранения 5'-DMTr-группы и отщепляли от по-
лимера обработкой реагентом АМА (смесь (1 : 1)
28% водного аммиака и 40% водного метиламина)
при 55°С в течение 15 мин. Также одновременно
удаляли трифторацетильную группу с атома азо-
та тетрагидроизохинолинового кольца, β-ци-
анэтильные защитные группы с фосфатов и
ацильные защитные группы с азотистых основа-
ний А, С и G. При этом избегали побочной реак-
ции, связанной с присоединением акрилонитри-
ла к вторичной аминогруппе изохинолинового
кольца, которая имеет место при использовании
только аммиака. После удаления летучих компо-
нентов с помощью вакуум-концентратора Con-
centrator Plus (“Eppendorf”, Германия) олиго-
нуклеотиды растворяли в 50%-ном ацетонитри-
ле и осаждали, добавляя 10-кратный объем
30%-го перхлората лития в ацетоне с выдержива-
нием при –20°С в течение 15 мин. Осадок отде-
ляли центрифугированием, промывали 2 раза
ацетоном и высушивали в течение 10 мин на воз-
духе при комнатной температуре. Далее олиго-
нуклеотиды растворяли в 50%-ном ацетонитри-
ле и определяли концентрацию по оптической
плотности раствора при λ = 260 нм с помощью
УФ-спектрофотометра NanoPhotometer N80Touch
(“Implen”, Германия).

Аналитическую обращенно-фазовую (ОФ) ВЭЖХ
проводили на приборе Милихром А-02 ООО “Эко-
нова” (Новосибирск, Россия) на колонке Pronto-
sil C18 5 мкм 2 × 75 мм в градиенте элюента Б (аце-
тонитрил : вода = 1 :1) в 20 мМ ацетате триэтилам-
мония, рН 7.0 (элюент А) от 0 до 50% за 30 мин,
скорость потока 0.1 мл/мин.

Аналитический электрофорез проводили в
20%-ном ПААГ толщиной 0.4 мм в следующих
условиях: акриламид – N,N'-метилен-бисакрила-
мид (30 :1), 8 М мочевина, 90 мМ Трис-борат,
pH 8.3, 2 мМ Na2EDTA. Олигонуклеотиды нано-
сили в растворе, содержащем 8 М мочевину,
0.05%-ный ксиленцианол FF и 0.05%-ный бром-
феноловый синий. Полосы визуализировали,
окрашивая гель раствором 500 мг/л красителя
Stains-All (“Sigma Aldrich”) в формамиде с после-
дующей отмывкой дистиллированной водой. Ге-
ли фотографировали на приборе ChemiDoc MP
(“Bio-Rad”, США).

Олигонуклеотиды выделяли с помощью элек-
трофореза в 20%-ном денатурирующем ПААГ
толщиной 1.2 мм в аналогичных условиях с по-
следующей элюцией 0.3 М перхлоратом натрия
и обессоливанием путем гель-фильтрации на
колонке NAP-25 с сорбентом Sephadex G-25

(“GE Healthcare”, Великобритания) в виде на-
триевой соли и лиофилизировали на лиофильной
сушилке “Labconco” (США).

Молекулярные массы олигонуклеотидов опреде-
ляли с помощью масс-спектрометрии MALDI-TOF
на приборе Ultraflex III TOF/TOF (“Bruker Dal-
tonics”, Германия). Масс-спектры олигонуклео-
тидов получали в линейном режиме отрицатель-
ных ионов прибора и в диапазоне m/z от 500 до
16000 Да при частоте импульсов 25 Гц, ускоряю-
щем напряжении 25.0 кВ и времени задержки
экстракции ионов 120 нс. Образцы олигонуклео-
тидов растворяли до концентрации 0.1 мМ в
водном буфере, содержащем 20 мM ТЕАА и 60%
ацетонитрила. Объем анализируемого образца
составлял 10 мкл. Отобранную пробу (0.7 мкл)
смешивали на подложке (Ground Steel или An-
chorChip) с 0.7 мкл раствора матрицы, приготов-
ленного согласно базовому протоколу произво-
дителя. Матрицей для ионизации служил 2,6-ди-
гидроксиацетофенон (2,6-DHAP) с добавлением
дигидроцитрата аммония. Итоговый масс-спектр
получали суммированием 8–20 одиночных спек-
тров по 100 импульсов лазера на точку. Калибров-
ку прибора проводили с использованием калиб-
ровочных стандартов компании “Bruker”, а также
набора олигонуклеотидов с известными массами.
Молекулярные массы олигонуклеотидов рассчи-
тывали, используя наборы экспериментальных
значений m/z, определенные для каждого анали-
зируемого образца.

1H и 13C ЯМР-спектры 2-трифторацетил-
1,2,3,4-тетрагидроизохинолин-7-сульфонилазида
записывали в Институте органической химии
им. Н.Н. Ворожцова СО РАН на приборах AV-400
и DRX-500 (“Bruker”).

Температуры плавления дуплексов олигонуклео-
тидов, содержащих THIQ-группы, с комплемен-
тарными ДНК и РНК измеряли на спектрофото-
метре UV-1900i (“Shimadzu”, Япония) в буфере
следующего состава: 10 мМ какодилат натрия,
100 мМ NaCl, 5 мМ MgCl2, pH 7. Концентрация
олигонуклеотида и матрицы – по 5 мкМ.

Синтез 2-трифторацетил-1,2,3,4-тетрагидроизо-
хинолин-7-сульфонилазида. К 0.975 г (4.5 ммоль)
2-трифторацетил-1,2,3,4-тетрагидроизохинолин-
7-сульфонилхлорида (“Alfa Aesar”) и 0.27 г азида
натрия в стеклянной колбе (50 мл) добавляли
12 мл сухого ацетонитрила и оставляли при пере-
мешивании на магнитной мешалке на 24 ч. Оса-
док хлорида натрия отфильтровывали, раствори-
тель удаляли в вакууме и кристаллизовали про-
дукт из бензола. Выход азида в виде бесцветных
кристаллов 0.9 г (90%). 1Н ЯМР, 300 МГц (δ, м.д.,
СD3CN): 1.92 (p, J = 2.4 Гц, CHD2CN), 3.05 (t, 2H,
J = 5.9 Гц, H4), 3.84 (t, 2H, J = 5.9 Гц, H3),
4.83 (s, 2H, H1), 7.48 (dd, 1H, J1,2 = 8.1; 2.6 Гц, H6),
7.79 (m, 1H, H5), 7.86 (s, 1H, W1/2 = 5 Гц, H8).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Использование амидофосфитной схемы твер-
дофазного синтеза обеспечивает, как правило,
эффективное получение олигонуклеотидов с мо-
дифицированными фосфатными группами [29].
Для модификации фосфата требуется замена
обычного окисления P(III) в P(V) иной реакцией,
например, реакцией тионирования (сульфуриза-
ции) для получения тиофосфатной группы [30].
Мы показали, что реакция Штаудингера между
остатком β-цианэтилфосфита в составе олигонук-
леотида, привитого к полимерному носителю, и
различными органическими азидами, в том числе
сульфонилазидами, является удобным способом
введения различных аналогов фосфатной группы
по межнуклеотидному положению [31–35]. Ис-
пользование сульфонилазидов, которые легко
получаются из азида натрия и соответствующих
сульфонилхлоридов (более 250 из которых ком-
мерчески доступны), позволяет получить широ-
кий спектр сульфонилфосфорамидных производ-
ных олигонуклеотидов [14, 23, 27, 34, 35]. Впервые
олигодезоксинуклеотиды с ароматической суль-
фонилфосфорамидной группой, а именно, 4-аце-
тиламинобензолсульфонилфосфорамидной, бы-
ли получены Dieter Heindl и соавт. в середине
2000-х [36, 37]; тогда же кратко, без приведения ка-
ких-нибудь деталей, отмечено незначительное
влияние данной группы на устойчивость компле-
ментарного дуплекса с ДНК. В наших работах при-
ведены новые примеры олигонуклеотидов с суль-
фонилфосфорамидными группами: тозилфосфо-
рамидной [23], мезилфосфорамидной [14] и
другими [26, 34, 35], и показано, что введение
данных групп относительно слабо отражается на
устойчивости комплементарного комплекса с

ДНК и, в меньшей степени, с РНК, что в дальней-
шем подтверждено другими группами [27, 38].
Также показан анионный характер сульфонил-
фосфорамидной группы при физиологическом
значении рН около 7, что делает данную группу
близким аналогом фосфата. Наиболее изученны-
ми из полученных производных оказались ме-
зилфосфорамидные олигонуклеотиды (μ), кото-
рые показали себя эффективными антисмысло-
выми [15, 39–42] и иммуномодулирующими
агентами [43]. В то же время олигонуклеотиды,
полностью замещенные по всем межнуклеотид-
ным положениям мезилфосфорамидными груп-
пами, подобно малым интерферирующим РНК,
для наиболее полного проявления своего тера-
певтического потенциала, по-видимому, нужда-
ются в дополнительных трансфекционных аген-
тах, таких как катионные липосомы [39, 41]. Это
свидетельствует в пользу того, что мезилфосфо-
рамидная группа слабее взаимодействует с бел-
ками, чем тиофосфатная. Поэтому поиск новых
сульфонилфосфорамидных производных, спо-
собных преодолеть это ограничение, сохраняет
свою актуальность [34, 35, 40].

В данной работе мы впервые синтезировали
олигонуклеотиды, содержащие 1,2,3,4-тетрагид-
роизохинолин-7-сульфонилфосфорамидную груп-
пу (THIQ, или θ), цвиттер-ионный характер кото-
рой обусловлен присутствием вторичной амино-
группы в насыщенном кольце, которая имеет рКа
около 10 и поэтому должна быть протонирована
при физиологических значениях рН (рис. 1), и
исследовали влияние данной группы на устойчи-
вость комплементарных комплексов, формируе-
мых модифицированными олигонуклеотидами.

Рис. 1. Синтез олигонуклеотидов с 1,2,3,4-тетрагидроизохинолин-7-сульфонилфосфорамидной группой (THIQ) по
реакции Штаудингера. Обозначения: i – завершение синтеза ДНК; ii – конц. водн. (~28%) NH3 – конц. водн. (~40%)
MeNH2 (1:1), 55°С, 15 мин. Вp/B – защищенные (р) или незащищенные азотистые основания А(бензоил), C(ацетил)
или G(изобутирил); Tfa – трифторацетил.
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Необходимый сульфонилазид, легко получае-
мый реакцией 2-трифторацетил-1,2,3,4-тетра-
гидроизохинолин-7-сульфонилхлорида с азидом
натрия, представляет собой кристаллическое ве-
щество, хорошо растворимое в ацетонитриле.
Полученный раствор стабилен при хранении при
комнатной температуре в автоматическом синте-
заторе ДНК и активно вступает в реакцию Шта-
удингера в процессе олигонуклеотидного синтеза
(рис. 1). Отработка условий синтеза олигонуклео-
тидов на гексатимидилатной модели выявила по-
бочную реакцию при отщеплении от полимера и
деблокировании олигонуклеотида при помощи
аммиака. В случае монозамещения с 3'-конца на
хроматограмме присутствовал пик побочного
продукта с бόльшим временем удерживания в ви-
де пары диастереомеров, аналогично основному
продукту (рис. 2а). Примеси была приписана
формула β-цианэтильного аддукта, образующе-
гося в результате присоединения по Михаэлю ак-
рилонитрила, полученного при β-элиминирова-
нии защитной 2-цианэтильной группы с фосфа-
та, к вторичной аминогруппе кольца. Побочная
реакция минимизирована заменой аммиака на
реагент АМА: смесь концентрированного водно-
го аммиака и концентрированного (40%) водного
метиламина (1 : 1). По-видимому, повышенной
нуклеофильности метиламина по сравнению с
аммиаком вполне достаточно, чтобы эффективно
улавливать акрилонитрил, образующийся при де-
блокировании, не затрагивая вторичную амино-
группу. Получив удовлетворительный результат с
одной модификацией (рис. 2б), мы перешли к
синтезу мультизамещенных олигонуклеотидов.

Показано (рис. 3), что THIQ-группа имеет до-
статочно гидрофобный характер, чтобы служить
“якорем” для обращенно-фазовой хроматогра-
фии. Времена удерживания олигонуклеотидов,
содержащих 1, 2, 3, 4 и 5 THIQ-групп, существен-

но различаются. Также различаются времена
удерживания соответствующих диастереомеров
(2n, где n – число модификаций фосфатной груп-
пы): одна THIQ-группа – два пика диастереоме-
ров (профиль 1), две THIQ-группы – четыре пика
диастереомеров (профиль 2) и т.д. (рис. 3).

Далее были синтезирован набор из шести мо-
дифицированных олигонуклеотидов на основе
единой последовательности 5′-d(CTC CCA GGC
TCA AAT) с THIQ-группами в различных поло-
жениях. Аналитическая оф-ВЭЖХ в случае про-
тяженных олигонуклеотидов, как правило, выяв-
ляет один основной пик (рис. 4) без выраженного
разделения диастереомеров, как у коротких по-
следовательностей (рис. 3).

Аналитический электрофорез в ПААГ в дена-
турирующих условиях показал удовлетворитель-
ную чистоту полученных олигонуклеотидов,
сравнимую с чистотой контрольных олигонуклео-
тидов (рис. 5), что говорит о достаточно высокой
конверсии реакции Штаудингера. Присутствие
возрастающего числа THIQ-групп инкрементально
снижает подвижность олигонуклеотидов в геле вви-
ду цвиттер-ионной природы данной модификации
из-за компенсации заряда от одного до, в пределе,
пяти (рис. 5а, дорожки 6–10), тогда как подвиж-
ность монозамещенных олигонуклеотидов слабо
зависит от положения цвиттер-ионной группы
(дорожки 5 и 6). Это свидетельствует в пользу то-
го, что вторичная аминогруппа в кольце остается
протонированной в Трис-боратном буфере с
рН 8.3, что компенсирует отрицательный заряд
сульфонилфосфорамидной группы (рис. 1). В то
же время, даже олигонуклеотид с THIQ-группами
во всех межнуклеотидных положениях сохраняет
мобильность в геле, что говорит о ненулевом сум-
марном заряде (рис. 5а, дорожка 10). При этом, в
отличие от электронейтральной фосфорилгуани-
диновой модификации [44], олигонуклеотиды

Рис. 2. Профили элюции оф-ВЭЖХ олигонуклеотида 5′-d(TTTTTθT) в зависимости от способа деблокирования.
а ‒ При обработке конц. водн. (~28%) аммиаком, 55оС, 1 ч. б – При обработке смесью конц. водн. (~28%) аммиака
и конц. водн. (~40%) метиламина (1:1 об.). Стрелкой указан побочный продукт присоединения акрилонитрила по
вторичной аминогруппе кольца.
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Рис. 3. Профили элюции оф-ВЭЖХ олиготимидилатов, полизамещенных THIQ-группами: (1) 5'-ТθТТ ТТТ; (2) 5'-ТθТθТ
ТТТ; (3) 5'-ТθТθТθ ТТТ; (4) 5'-ТθТθТθ ТθТТ; и (5) 5'-ТθТθТθ ТθТθТ; θ – 1,2,3,4-тетрагидроизохинолин-7-сульфонильная
группа (THIQ).
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Рис. 4. Профиль элюции оф-ВЭЖХ модифицированных 15-звенных олигонуклеотидов: (1) 5′-d(CTC CCA GGθC
TCA AAT); и (2) 5′-d(CθTC CCA GGC TCA AAθT).
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даже с несколькими THIQ-группами способны
эффективно окрашиваться красителем Stains-All.
Следует указать на размывание полос в геле с на-
коплением THIQ-групп в последовательности,
связанное, возможно, с присутствием нескольких
ионных форм с различным суммарным зарядом.

Вклад THIQ-групп в подвижность 15-звен-
ных олигонуклеотидов с 1–3 цвиттер-ионнами
пропорционально менее выражен, чем у гекса-
тимидилатов, но также инкрементален (рис. 5б,
дорожки 2–8) и зависит от положения модифи-
каций в последовательности (см. например, до-
рожки 3–4 и 5–7). Кроме того, большая длина
олигонуклеотидов и, соответственно, больший

суммарный отрицательный заряд балансируют
“размывающий” эффект THIQ-групп, что позво-
ляет полосам в геле оставаться четкими. Поэтому
именно гель-электрофорез использовали для вы-
деления гомогенных θ-олигонуклеотидов, вклю-
чающих все четыре природных азотистых основа-
ния A, C, G и Т.

Влияние числа и положения THIQ-групп на
термическую стабильность дуплексов, образуе-
мых модифицированными олигонуклеотидами с
комплементарными ДНК и РНК, определяли, ис-
пользуя последовательности на основе 15-звенного
олигонуклеотида 5′-d(CTC CCA GGC TCA AAT)
(табл. 1). Обнаружен в целом незначительный эф-

Рис. 5. Аналитический электрофорез в денатурирующем ПААГ THIQ-модифицированных олигонуклеотидов. а ‒ Оли-
готимидилаты с 1–5 модификациями: контроль dT5 (1); контроль dT6 (2); контрольные олигонуклеотиды другой струк-
туры с одной цвиттер-ионной группой различной основности (3 и 4); 5'-d(TTTTTθT), формальный заряд –5 (5);
5'-d(TθTT TTT), формальный заряд –4 (6); 5'-d(TθTθT TTT), формальный заряд –3 (7); 5'-d(TθTθTθ TTT), формальный за-
ряд –2 (8); 5'-d(TθTθTθ TθTT), формальный заряд –1 (9); 5'-d(TθTθTθ TθTθT), формальный заряд 0 (10). б ‒ 15-звенные оли-
гонуклеотиды: 5'-d(CTC CCA GGC TCA AAT) (немодифицированный контроль) (1); 5'-d(CTC CCA GGC TCA AAθT)
(0.05 о.е.) (2); 5'-d(CTC CCA GGC TCA AAθT) (0.1 о.е.) (3); 5'-d(CTC CCA GGθC TCA AAT) (4); 5'-d(CTC CCA GGC
TCA AθAθT) (5); 5'-d(CθTC CCA GGC TCA AAθT) (6); 5'-d(CTC CCA GGθC TCA AAθT) (7); 5'-d(CTC CCA GGC TCAθ

AθAθT) (8). θ – THIQ-группа; BP – бромфеноловый синий. Окрашивание Stains-All.
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Tаблица 1. Термическая стабильность дуплексов олигонуклеотидов, модифицированных 1,2,3,4-тетрагидроизо-
хинолин-7-сульфонилфосфорамидными группами (THIQ) с комплементарными ДНК и РНК

Условия: 10 мM какодилат натрия, 100 мM NaCl, 5 мМ MgCl2, pH 7.4, концентрации олигонуклеотида и матрицы 5 мкМ;
θ – THIQ-группа.

Последовательность олигонуклеотида, 5′→3′ TМ, °C ΔTМ, °C ΔTМ мод.–1, °C

d(CTC CCA GGC TCA AAT) 60.0 – –
d(CTC CCA GGC TCA AAθT) 60.0 – –
d(CTC CCA GGθC TCA AAT) 60.1 +0.1 +0.1
d(CTC CCA GGθC TCA AAθT) 60.6 +0.6 +0.3
d(CTC CCA GGC TCA AAT) 64.4 – –
d(CTC CCA GGC TCA AAθT) 63.7 –0.7 –0.7
d(CTC CCA GGθC TCA AAT) 63.8 –0.6 –0.6
d(CTC CCA GGθC TCA AAθT) 64.2 –0.2 –0.1
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фект цвиттер-ионных модификаций на темпера-
туру плавления дуплексов: слабо положительный в
случае ДНК и незначительно дестабилизирующий
в случае РНК. Можно заключить, что негативное
влияние объемной и относительно “жесткой” би-
циклической модификации THIQ-группы может
быть отчасти компенсировано позитивным вкла-
дом цвиттер-иона, что приводит к значениям ТМ,
близким к полученным в случае наименее стери-
чески объемной мезилфосфорамидной группы,
имеющей чисто анионный характер [14].

В заключение, при помощи разработанной ра-
нее методики автоматизированного твердофаз-
ного синтеза по β-цианэтильной амидофосфитной
схеме с использованием реакции Штаудингера с
2-трифторацетил-1,2,3,4-тетрагидроизохинолин-
7-сульфонилазидом были получены и охаракте-
ризованы новые производные олигонуклеотидов,
содержащие цвиттер-ионную THIQ, или θ, груп-
пу, и выявлено незначительное влияние данной
группы на термическую устойчивость дуплексов,
образуемых модифицированными олигонуклео-
тидами с комплементарными ДНК и РНК, что
позволяет рассматривать данные производные в
качестве перспективных кандидатов для дальней-
шего изучения как потенциальных антисмысло-
вых терапевтических агентов.

Работа поддержана Российским научным
фондом (грант № 22-13-00212) и Министерством
науки и высшего образования Российской Феде-
рации (проект Новосибирского государственного
университета FSUS-2020-0035).

Опыты с участием животных или человека не
проводились.
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New Zwitterionic Oligonucleotides: Preparation and Complementary Binding
D. E. Patrushev1, 2, E. A. Burakova1, 2, S. N. Bizyaev1, 2, 3, A. A. Fokina1, 2, and D. A. Stetsenko1, 2, *

1 Department of Physics, Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia
2 Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,

Novosibirsk, 630090 Russia
3Vorozhtsov Institute of Organic Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,

Novosibirsk, 630090 Russia
*e-mail: stetsenkoda@bionet.nsc.ru

New zwitter-ionic oligonucleotide derivatives containing 1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-7-sulfonyl phos-
phoramidate group are described. Automated synthesis of these compounds was carried out according to the
β-cyanoethyl phosphoramidite scheme using the Staudinger reaction between 2-trif luoroacetyl-1,2,3,4-tet-
rahydroisoquinoline-7-sulfonyl azide and phosphite triester within an oligonucleotide grafted to a polymer
support. 1,2,3,4-Tetrahydroisoquinoline-7-sulfonyl phosphoramidate group (THIQ) proved to be stable un-
der the conditions of standard oligonucleotide synthesis, including the removal of protective groups and
cleavage of the oligonucleotide from the polymer support by treatment with a mixture of concentrated aque-
ous solutions of ammonia and methylamine (1 : 1) at 55oC. Oligonucleotides modified by one to five THIQ
groups in various positions were obtained. The zwitter-ionic character of the obtained derivatives was reflect-
ed in their different mobility under conditions of denaturing PAGE. The thermal stability of the duplexes of
oligodeoxynucleotides containing THIQ groups with complementary DNA and RNA differed only slightly
from that of natural DNA:DNA and DNA:RNA duplexes. The results obtained suggest the possible use of
oligonucleotides modified with zwitterionic THIQ groups as antisense therapeutic agents.

Keywords: zwitter-ion, antisense oligonucleotide, solid-phase synthesis, Staudinger reaction, sulfonyl azide
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