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В этой статье описывается новый метод синтеза 2`-О-метоксиме-
тильных мономеров, применимых для эффективного автоматизи-
рованного синтеза 2`-О-модифицированных олигорибонуклеотидов, 
используемых для проведения иммунотерапии онкологических заболе-
ваний с локализацией в желудочно-кишечном тракте. 

Введение 

Рак является второй из основных причин смерти в мире. В 2019 году от онкологи-
ческих новообразований умерли свыше 9,5 миллионов человек. Одним из самых распро-
странённых методов лечения рака является химиотерапия – лечение заболевания путем 
ведения в организм пациента химиотерапевтического агента, являющегося ядом или 
токсином, атакующего не только клетки злокачественной опухоли, но и здоровые клетки 
больного. Из-за отсутствия селективности, на сегодняшний день, одной из важных задач 
современной онкологии и фармакологии является разработка соединений, ингибирую-
щих рост опухолей, избирательно воздействуя на раковые клетки и не оказывая негатив-
ного воздействия на организм. Несмотря на большое количество проводимых исследо-
ваний, остается открытым вопрос о поиске и применении эффективных противоопухо-
левых препаратов, способных к селективному воздействию на рак [1, 2]. 

Главными мишенями действия лекарственных средств нового поколения должны 
являться специфические компоненты раковых клеток, необходимые для их существова-
ния и размножения. В нормальных соматических клетках существует механизм контроля 
пролиферации, обусловленный постепенным укорочением концевых участков хромо-
сом, так называемых теломер, в каждом цикле клеточного деления. Раковые клетки об-
ладают способностью обходить этот механизм и тем самым приобретать свойство  
иммортальности – неограниченного реплекативного потенциала [3, 4]. 

Особой группой соединений, исследуемой в настоящее время в качестве потенци-
ального лекарственного препарата для проведения противораковой терапии, являются 
короткие нуклеотидные последовательности (олигонуклеотиды), комплементарные  
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к матричной РНК белка, участвующего в развитии заболевания, и способные к ингиби-
рованию трансляции матричной РНК данного белка [5]. 

Основная часть  

Синтез рибонуклеотидных мономеров  

Для проведения исследования необходимо было разработать метод синтеза  
2`-О-модифицированных олигорибонуклеотидов, комплементарных к иммунным  
контрольным точкам Т-лимфоцитов и Т-киллеров человеческого организма [6]. 

С целью подбора условий снятия 3`-гидроксильной функции, не приводящих  
к расщеплению и миграции межнуклеотидных связей, было синтезировано соединение 
(2). Для этого 5`-О-(трет-бутилдифенилсилил)тимидин в присутствии эфирата трехфто-
ристого бора обработали диметоксиметаном. 

При обработке соединения (2) 1М раствором LiI в ацетонитриле в присутствии 
HCl 0.01М было обнаружено, что это приводит к значительному удалению  
3`-О-метоксиметильной группы, на основании чего был сделан вывод, что обработка 
2`-О-метоксиметильных олигорибонуклеотидов соляной кислотой не будет приводить 
к их деградации [7]. Схема реакции может быть представлена следующим образом:  

 
В ходе выполнения работы, главной задачей являлось снизить стоимость синтеза, 

поэтому для объективности оценки выбора тимидиновой производной было принято 
решение помимо 5 ́,3 ́-O-защищенных тимидиновых производных, содержащих меток-
симетильную группу, синтезировать два соединения, содержащих в 3-положении эток-
симетильную и бензилоксиметильную группу, и, сравнив время и ресурсы, затраченные 
на синтез, определить соединение, которое будет использовано в качестве мономера для 
дальнейшего синтеза. 

Введение этоксиметильной группы осуществляли по аналогии с введением меток-
симетильной группы по нижеприведенной схеме с использованием диэтоксиметана. Для 
получения соединения, содержащего бензилоксиметильную группу, синтез осуществ-
лялся в несколько стадий: 
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На первом этапе бензиловый спирт (3) обрабатывали на протяжении 2-х часов па-
раформом и триметилхросиланом в треххлористом углероде, полученный а-хлорэфир 
(4) кипятили с ацетатом калия в ацетонитриле, в результате чего был получен ацетокси-
метилбензиловый эфир (5). Далее, (1) конденсировали с (5) в присутствии эфирата  
трехфтористого бора, в результате чего было получено соединение (6) – 5 ́,3 ́-O-защищен-
ная тимидиновая производная, содержащая в 3`-положении бензилоксиметильную 
группу [8]. 

Бензилоксиметильная и этоксиметильная группы также удалялись обработкой LiI 
в присутствии 0.01M HCl. Путем проведения эксперимента было установлено, что ско-
рость их удаления оказалась ниже, чем скорость удаления метоксиметильной группы, 
что связано с ее меньшими размерами и в связи с чем она была выбрана для дальнейшего 
синтеза.  

Для выведения полностью блокированных нуклеозидов (9), в течение 2-х часов, в 
присутствии эфирата трехфтористого бора в 1,2-дихлорэтане избытком диметоксиме-
тана были обработаны производные уридина, цитидина и аденозина (7). 

 
Для удаления TIPDS-группы и получения метоксиметильных производных  

мы приняли решение выделенные нуклеозиды (9) обрабатывать 1М раствором TBAF  
и THF в течение 1 часа. Время обработки и концентрация реагентов определялись  
опытным путем.  

Метоксиметильные производные диметокситритилировали, и далее полученные 
соединения (10) обрабатывали (4-хлорфенил)-(1-оксидо-4-метокси-2-пиколил)фосфа-
том и 2,4,6-три-изопропилбензолсульфонил- хлоридом (TPSCl), после чего полученное 
соединение было обработано диазабициклоундеценом (DBU) в водном ацетонитриле.  

Нами было обнаружено, что производные гуанозина, в связи с деградацией связей 
между нуклеозидами, при обработке диметоксиметаном образовывали большое количе-
ство флуоресцирующего побочного продукта (40%), в связи с чем в данном случае синтез 
2`-О-метоксиметильной-производной (9) мы осуществляли путем обработки 
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метилтиометильной производной (8) трифторметансульфоновой кислотой и сульфидом 
никеля еси тетрагидрофурана и метанола (25:1) в течение получаса. 

Синтез, деблокирование и очистка 2`-О-модифицированных олигорибонук-
леотидов 

Синтез осуществлялся фосфотриэфирным методом на синтезаторе фирмы 
«Applied Biosystems» модель – 381А. В качестве смол использовались универсальные 
CPG-носители фирмы «GR». Для оценки эффективности наращивания цепи проводи-
лось спектрофотометрическое измерение концентрации образующегося в ходе реакции 
карбокатиона при длине волны 478 и 498 нм. Цикл элонгации цепи составил 7,5 минут  
и представлен в таблице 1. 

Таблица 1. Цикл элонгации цепи олигонуклеотида 
Стадия Реагенты Время, мин 

Детритилирование 3%-ная дихлоруксусная кислота в дихлорметане 1,0 
Промывка Ацетонитрил 1,0 
Промывка Ацетонитрил-пиридин (3:1, об/об) 0,5 

Конденсация 
0.05М мономерный синтон; 0.15М TPSCl в смеси 
ацетонитрил-пиридин (3:1, об/об)  

3,0 

Промывка Ацетонитрил-пиридин (3:1, об/об) 0,5 

Кэппирование 
Уксусный ангидрид – 1-метилимидазол – ацетони-
трил (1:1:8, об/об)  

0,5 

Промывка Ацетонитрил 1,0 

По завершению наращивания цепи, производилось удаление P-защитной  
1-оксидо-4-метокси-2-пиколильной группы: процесс деблокирования фосфатных остат-
ков осуществлялся путем обработки олигонуклеотида 1М раствором LiI в ацетонитриле 
при комнатной температуре в течение 3 ч. 

2`-О-модифицированные олигорибонуклеотиды были получены от лаборатории 
«Lumiprobe» на универсальном CPG-носителе и для их отщепления от носителя и дебло-
кирование ацильных защитных групп продукт обрабатывали смесью 28%-ного раствора 
водного аммиака и этанола (3:1) в течение 4-х часов при температуре 60 °С. 

N-азидометилбензоильная группа с ге-
тероциклических оснований олигорибонук-
леотидов была удалена путем реакции с 
30%-ной трифторуксусной кислотой, од-
нако это привело к частичной деградации 
цепи, что отражено на электрофореграмме 
(рис. 1).  

Как известно, при проведении элек-
трофореза фрагменты ДНК мигрируют в 
геле под воздействием электрического 
поля. При этом отрицательно заряженный 
сахарофосфатный остов молекулы 

 
Рис. 1. Электрофореграмма олигонуклеотидов 
до (1,3) и после (2,4) их обработки в денатуриру-
ющем 15%-ном растворе 
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двигается в сторону положительно заряженного анода. Длинные молекулы мигрируют в 
геле медленнее, в связи с чем, после разделения молекулы ДНК, при визуализации моле-
кулы при помощи флуоресцентных красителей ксиленцианола и бромфенолового голу-
бого в УФ-лучах, менее длинные молекулы, подвергнутые деградации цепи, будут распо-
ложены выше, чем длинные, не подвергнутые данному явлению молекулы, что проде-
монстрировано на фотографии (рис. 1) в отраженном УФ-свете при 254 нм [9, 10]. 

Суммарный выход продукта и последовательности олигонуклеотидов представ-
лены в таблице 2. 

Таблица 2. Последовательности и выходы синтезированных олигонуклеотидов 

Последовательность  
Выход на стадии  
конденсации, % 

Итоговый выход, % 

r(UUUUUUUUUUUUUUU)  99,2 56 
r(AUGGUGACCGACGCCA)  98,5 51 
r(CGCUCUCGUCGCUCUCCAUGU)  97,4 47 
r(AAGAAGAGCCUGGAGCCCAUCU)  98.1 50 
r(AGAUGGGCUCCAGGCUCUUCUU)  97.6 48 
r(GCUCUCGUCGCUCUCCAUG)dTT 98,3 49 
r(CAUGGAGAGCGACGAGAGC)dTT 97,7 55 
r(UUUUUUUUUUUUUUU)  99,1 59 
r(CGAUCUCAUCACCUCUCCAU)  98,9 57 

Выводы 

Описанный метод синтеза, подразумевающий использование новых фосфолирую-
щих реагентов, содержащих О-нуклеофильную каталитическую Р-защитную группу, 
позволяет повысить выход продукта на 14% и сократить время синтеза в два раза. 

Также синтезированные опытные образцы комплементарны к человеческой ДНК, 
что делает их перспективными для дальнейшего исследования в качестве лекарственного 
компонента иммунотерапии рака.  
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