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ПОЛНЫЙ АВТОМАТИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ ФОСФОТРИЭФИРНЫМ 
МЕТОДОМ ОЛИГОДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕОТИДОВ 
НА СИНТЕЗАТОРЕ «ВИКТОРИЯ-4М» 

С. М. Грязнов, В. К. Потапов, В. В. Горн, 
В. Ф. Зарытова, Ю. Г. Средин, Г. А. Потемкин, З. А. Шабарова 

Разработка и использование автоматических синтезаторов олигодезо-
ксирибонуклеотидов является логическим следствием прогресса, до-
стигнутого в последние годы в области химического олигонуклеотид-
ного синтеза [1, 2]. Работы по автоматическому твердофазному синтезу 
олигонуклеотидов, проводимые в нашей стране с начала 70-х годов в 
МГУ, СКТБ специальной электроники и аналитического приборострое-
ния и Новосибирском институте биоорганической химии СО АН СССР, 
завершились в настоящее время созданием синтезатора «Виктория-4М», 
результаты испытаний которого в различных вариантах триэфирной 
схемы в полностью автоматическом режиме описаны в настоящей 
статье. 

М а т е р и а л ы и методы. В р а б о т е и с п о л ь з о в а л и T P S , полученный в О п ы т н о м хими-
ческом производстве Н о в о с и б и р с к о г о института органической химии С О А Н С С С Р ; 
M e l m («F luka» , Ш в е й ц а р и я ) ; силикагель Kiese lge l -60 («Merck», Ф Р Г ) ; K iese lge l -
R P T M S («Мегск», Ф Р Г ) ; тонкослойную х р о м а т о г р а ф и ю (ТСХ) проводили на пластин-
к а х Kieselgel-F254 («Merck», Ф Р Г ) в системах х л о р о ф о р м — э т а н о л ( 9 : 1, ν / ν ) и ацето-
нитрил — в о д а ( 9 : 1 , v / v ) ; 5 '- ( п - х л о р ф е н и л - р - ц и а н э т и л ) - ф о с ф а т - Ы - а ц и л - н у к л е о з и д ы , 

П р и н я т ы е обозначения : п р и с т а в к а сі-(дезокси-) ве зде о п у щ е н а ; T P S — 2,4,6-три-
и з о п р о п и л б е н з о л с у л ь ф о х л о р и д ; M e l m — 1 - м е т и л и м и д а з о л , p N — 5 ' р - ( п - х л о р ф е н и л , β -
ц и а н э т и л ) - Ы - а ц и л - н у к л е о т и д ; М М Т г — ( п - м е т о к с и ) - т р и ф е н и л м е т и л ; Т М Г — т е т р а м е т и л -
гуанидин; Т Ф У — т р и ф т о р у к с у с н а я кислота ; Т Б А Ф — т е т р а б у т и л а м м о н и й ф т о р и д . 
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производства ОХП Н И О Х СО АН С С С Р ; 2 ' -дезоксирибонуклеозиды (СКТБ БАВ, Но-
восибирск) ; получение 5 ' -монометокситритил-3 ' - (п-хлорфенил) -фосфат-Ы-бензоил-нукле-
озидов проводили согласно [3, 4] . Их очистку осуществляли колоночной хроматогра-
фией на силикагеле Kiese lge l -RPTMS («Merck», Ф Р Г ) в системе ацетон — вода ( 4 0 : 6 0 , 
ν / ν ) . Элюат, содержащий продукт (ТСХ контроль) , упаривали до масла, переупарива-
ли с абсолютным пиридином для удаления остатков воды, а затем вспенивали из раст-
вора в 1,2-дихлорэтане. Вспененные нуклеотиды сушили в вакууме масляного насоса 
над Р 2 0 5 в течение 48 ч. 

Полимерный носитель Пі получали модификацией носителя Г Ж Х марки «Поли-
хром-1», размер частиц 250—500 мкм, по методике [5] . Полимерный носитель П 2 полу-
чали из коммерческого силохрома марки С-80, размер частиц 100—200 мкм, внутренний 
диаметр пор 50 нм, последовательно обрабатывая его γ -аминопропиотриэтоксисиланом 
и янтарным ангидридом по методике [2]. Количество первого присоединенного нукле-
озида составляло 55—60 мкмоль/г . 

Растворы нуклеотидов (0,3 М) в абсолютном ацетонитриле, 1,5 Μ T P S в хлоро-
форме (или 1,2-дихлорэтане — схема 2) и 6 Μ M e l m в пиридине вводили в сосуды 
синтезатора с помощью шприца. Соотношение реагирующих веществ в реакторе в ходе 
синтеза по обеим схемам составляло pN (MMTrNp) : T P S : M e l m = l : 3 : 8, при этом 
концентрации реагентов в смеси соответственно равнялись 0,15, 0,45 и 1,2 М. 

Синтез олигонуклеотидов на синтезаторе «Виктория-4М» проводили в реакторе 
проточного типа объемом 100 мкл на 35—40 мг соответствующего носителя. Количест-
во удаляемой монометокситритильной группы при синтезе по схеме 2 определяли 
спектрофотометрически в 0,5 Μ растворе ТФУ в 1,2-дихлорэтане на приборе Specord 
UV-VIS ( Г Д Р ) , Е47б = 55000. По окончании синтеза полимер-олигонуклеотид извлека-
ли из реактора и обрабатывали согласно [6] — схема 1 и [2, 7] — схема 2 д л я удале-
ния защитных групп. 

Олигонуклеотиды после удаления защитных групп выделяли ионообменной хро-
матографией по методу [6] на приборе «Altex» (США) в градиенте концентраций ка-
лий-фосфатного буфера от 0 до 0,3 М, содержащего 30 % ацетонитрила при 52 °С. 
Выделенные олигонуклеотиды анализировали на гомогенность и обессоливали высо-
коэффективной обращенно-фазовой хроматографией на приборе «Altex» ( С Ш А ) , носи-
тель Nucleosil-RP-18-45000, в градиенте ацетонитрила от 0 до 30 % в 0,05 Μ буфере 
перхлората лития [6]. 

Результаты и обсуждение. Принципиальная гидравлическая схе-
ма прибора представлена на рисунке. Следует отметить несколько важ-
ных конструктивных особенностей модели синтезатора «Виктория-4М». 
Во-первых, в автомате «Виктория-4М» растворы нуклеотидного или 
нуклеозидного компонентов, TPS и нуклеофильного катализатора в со-
ответствующих пропорциях дозируются в смесительную камеру, откуда 
после перемешивания смесь подается в реактор с полимерным носите-
лем. Наличие смесительной камеры очень важно. Такая конструкция 
позволяет подавать в колоночный реактор смесь реагентов строго кон-
тролируемой концентрации, чего не было в предыдущей модели «Викто-
рия-3» [7], где растворы нуклеотида и конденсирующего агента пода-
вались в колонку последовательно. Это обстоятельство являлось при-
чиной различий в составе реакционной смеси в зоне полимера (особен-
но в реакторах малого объема) по сравнению с программируемой, 
вследствие чего конденсации в каждом цикле синтеза на автомате 
«Виктория-3» протекали с низкими выходами (65—70 %). 

Вторым важным моментом в конструкции «Виктория-4М» является 
возможность отдельного хранения и дозирования нуклеофильного ка-
тализатора, что сняло проблему его совместного хранения с конденси-
рующим агентом или нуклеотидами. 

Автомат имеет четыре сосуда для хранения нуклеотидов (рисунок) 
и таким образом рассчитан на работу с мономерными компонентами. 
При использовании колоночного реактора объемом 100 мкл одной за-
правки (5 мл) достаточно для проведения 25—28 конденсаций с каж-
дым нуклеотидом (всего на 100 и более конденсаций). Общий расход 
растворителей и деблокирующих реагентов на одну стадию синтеза со-
ставляет 15 мл. 
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Блок электронного управления позволяет записать в память ко-
манды для проведения синтеза вплоть до 64-членного олигонуклеотида, 
причем каждый цикл введения одного нуклеотидного звена может 
включать 30 различных операций. При необходимости продолжения 
наращивания цепи сверх 64 звеньев может быть запущена новая про-
грамма синтеза. 

В целях определения возможностей синтезатора «Виктория-4М» 
синтез олигонуклеотидов проводили по двум схемам в направлении 

Принципиальная гидравлическая схема автомата-синте-
затора «Виктория-4М»: реактор ( / ) ; циркулярный кон-
ТУР (2)'» сосуд д л я абсолютного растворителя объемом 
450 мл (3) ; смесительная камера , 500 мкл ( 4 ) ; емкости 
д л я нуклеотидных компонентов, 4 X 5 мл (5); сосуды д л я 
конденсирующих реагентов, 2 X 2 0 мл (5, 7 ) ; сосуды д л я 
вспомогательных растворов, 400 мл, 3 X 2 0 0 мл (5—11) \ 
слив (12); χ—запорный клапан. 
Genera l scheme of the a u t o m a t i c syn thes ize r «Victory-4M»: 
reac tor (1) ; c i rcular con tour (2); d r y so lvent vessel , vol. 
450 ml (3 ) ; m i x i n g chamber , vol. 500 μΐ (4); nuc leot ide 
vessels , 4 X 5 ml (5) ; c o n d e n s i n g a g e n t s vessels , 2 X 2 0 ml 
(6, 7); add i t iona l so lven t s vessels , 400 ml, 3 X 2 0 0 ml 
(5—11) ; w a s t e (12); χ — c los ing valve . 

компонент, присоединенный к полимеру Πι и 3 -ОН-нуклеозидный ком-
понент в растворе [5, 6] (схема 1); 2) З'-Р-нуклеотидный компонент 

в растворе и 5'-ОН-нуклеозидный компонент, присоединенный к поли-
меру П2 [3, 7] (схема 2). 
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В качестве носителей использовали полимеры двух различных ти-
пов — модифицированный полистирол с карбоксильными якорными 
группами, радиационно привитый на тефлоновые гранулы (Πι) [7], и 
отечественный силохром С-80 с карбоксильными якорными группами 
(П2). Предварительного присоединения первого нуклеотидного звена 
на полимер Пі не проводили. Его осуществляли в ходе наращивания 
олигонуклеотидной цепи по схеме 1 (практически количественно по 
всем карбоксильным группам) и общему регламенту (табл. 1). Это по-
зволяет использовать один универсальный полимерный носитель для 
любых синтезируемых последовательностей [5]. На полимер П2 первый 
нуклеозид предварительно присоединяли с помощью З'-гидроксильной 
группы 5'-монометокситритил-]М-бензоил-нуклеозида [2]. Синтез олиго-
нуклеотидов по схеме 1 проводили на полимерном носителе П ь а по 
схеме 2 — как на Πι, так и на П2. Использование носителя П2 для син-
теза по первой схеме невозможно, ввиду протекающей под действием 
тетраметилгуанидина глубокой деструкции поверхностного слоя поли-
мера и, следовательно, потери нуклеотидного материала на каждой 
стадии. Тем не менее доступность и простота модификации (отсутствие 
радиационной прививки) силохрома С-80 и хорошие функциональные 

Т а б л и ц а 1 
Карта-схема операций автомата-синтезатора «Виктория-4М» для синтеза 
олигонуклеотидов 
The working regime of automatic oligonucleotides synthesiser «Victory-4M» 

Операция Реагент Растворитель Вре-
мя*, с 

Количество** 
доз 

П о схеме 1 

П р о м ы в к а — Пиридин : ацетонитрил , 1 : 1 40 — 

Д о з а ц и я н у к л е о т и д а 0,3 Μ ρ Ν Ацетонитрил — 6 
Д о з а ц и я К Р 1 1,5 Μ T P S Х л о р о ф о р м — 4 
Д о з а ц и я К Р 2 6 Μ M e l m Пиридин — 3 
П е р е м е ш и в а н и е — 

Пиридин 
40 — 

В в о д смеси — • — — 8 
Ц и р к у л я ц и я — — 30 мин — 

П р о м ы в к а — Пиридин : ацетонитрил , 1 : 1 60 — 

П р о м ы в к а 2 % - н ы й Т М Г П и р и д и н 40 — 

П а у з а — — 60 — 

П р о м ы в к а — Ацетонитрил 30 — 

П р о м ы в к а 5 % -ная Х л о р о ф о р м 40 — 

СНзСООН 
Х л о р о ф о р м 

П р о м ы в к а — Ац ет он и тр ил 30 — 

П р о м ы в к а — П и р и д и н : ацетонитрил , 1 : 1 60 — 

П о схеме 2 

П р о м ы в к а .— Д и х л о р э т а н 40 — 

П р о м ы в к а 0,1 Μ Т Ф У Д и х л о р э т а н 20 — 

П а у з а — — 20 — 

П р о м ы в к а 0,1 Μ Т Ф У Д и х л о р э т а н 20 — 

П р о м ы в к а — Д и х л о р э т а н 30 — 

П р о м ы в к а 20 % - н ы й Д М Ф Д и х л о р э т а н 30 — 

П р о м ы в к а — П и р и д и н : ацетонитрил , 1 : 1 60 — 

Д о з а ц и я н у к л е о т и д а 0,3 Μ M M T r N p Ацетонитрил — 6 
Д о з а ц и я К Р 1 1,5 Μ T P S Д и х л о р э т а н — 4 
Д о з а ц и я К Р 2 6 Μ M e l m П и р и д и н — 3 
П е р е м е ш и в а н и е — — 40 — 

В в о д смеси — . — — 8 
Ц и р к у л я ц и я — .— 20 мин — 

П р о м ы в к а — Пиридин : ацетонитрил, 1 : 1 60 — 

П р о м ы в к а Ацетонитрил 
А с 2 0 : E t 3 N : M e l m = 4,5 : 
: 4,5 : 1 

40 

П а у з а — 4 мин 
П р о м ы в к а — Д и х л о р э т а н 40 • — 

* В р е м я одного ц и к л а по схеме 1—40 мин; по схеме 2 — 35 мин. ** О б ъ е м одной д о з ы 
25 мкл. 
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свойства делают его весьма перспективным для автоматического синте-
за по схемам, аналогичным схеме 2 — без обработок сильными осно-
ваниями. 

Карта-схема операций одного цикла наращивания олигонуклеотид-
ной цепи на синтезаторе «Виктория-4М» определена экспериментально 
и представлена в табл. 1. В соответствии с полученной картой-схемой 
был осуществлен полный автоматический синтез ряда 4—11-звенных 
олигонуклеотидов, структура и другие характеристики которых пред-
ставлены в табл. 2. Самокомплементарные олигонуклеотиды (3—5), 
содержащие природные и модифицированные участки узнавания эндо-
нуклеазы рестрикции Sso-Ι, предназначены для изучения влияния раз-
личного окружения центральной тетрануклеотидной последовательности 
ААТТ на функционирование фермента. Гептануклеотид (7) и ундека-
нуклеотид (9) входят в состав ДНК-дуплексов, на которых исследовали 
реакции химического лигирования [8]. 

Т а б л и ц а 2 
Структура и выходы синтезированных олигонуклеотидов 
Structure and yields of the synthesised oligonucleotides 

Олигонуклеотид Схема Полимер Выделено 
ΟΕιβ0 

Сре 
на 

по 
ММТг 

дний выход 
стадию. % 

по выделенно-
му продукту 

Общий выход 
олигонуклео-

тидов*, % 

1. p G C A T 1 Т е ф л о н 56 75 21 
2. р С С С Т Т С Т С Т 1 30 — 79 15 
3. p G T T A A T T A A C 1 » 25 — 78 15 
4. p G T G A A T T C A C 1 » 10 — 65 6 
5. p G T A A A T T T A C 1 » 5 — 71 11 
6. G T A C T 2 С-80 20 84 74 18 
7. A C G G A T r U 2 С-80 16 86 75 13 
т. A C G G A T r U 2 Т е ф л о н 13 79 71 12 
8. T C T C C T T C T T 2 С-80 21 81 74 14 
9. C C A G G A G T G A T 2 С-80 6 82 70 10 
9 ' . C C A G G A G T G A T 2 Т е ф л о н 8 83 72 11 

* В ы х о д о п р е д е л я л и в расчете на первое нуклеотидное звено после х р о м а т о г р а ф и ч е -
ского в ы д е л е н и я продукта . 

Следует отметить, что при проведении синтеза по схеме 1 наблю-
дается резкое падение выхода после введения в состав олигонуклеоти-
да гуанинового нуклеотида. Отмеченное явление связано, по-видимому, 
с легко протекающим внутримолекулярным фосфорилированием оксо-
группы в положении 6 гуанинового основания, пространственно сбли-
женной б'-фосфатной группой, на что указывалось в ряде работ [9]. 
Это приводит к выводу из сферы реакции нуклеотидного компонента, 
иммобилизованного на полимере, и как следствие — снижению общего 
выхода олигонуклеотида. 

При синтезе по схеме 2, где З'-Р-нуклеотидный компонент находит-
ся в растворе и большом избытке по отношению к нуклеозидному ком-
поненту, иммобилизованному на полимере, заметного падения выходов 
при и после присоединения гуанинового нуклеотида не наблюдается. 

Измерение количества удаляемой на каждой стадии монометокси-
тритильной группы (схема 2) позволяет достаточно точно оценить вы-
ход продукта конденсации при условии проведения постадийного бло-
кирования уксусным ангидридом непрореагировавших б'-гидроксильных 
групп. Конечный выход олигонуклеотидов (6—9), рассчитанный по 
этому методу, хорошо согласуется с выходом после выделения и хро-
матографической очистки (табл. 2). В целом олигонуклеотидный син-
тез (выходы, затраты времени, растворителей, чистота продуктов 
и т. д.) в автоматическом режиме по обеим схемам протекает с практи-
чески одинаковой эффективностью (табл. 2). 

БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА, 1986, т. 2, № 6 315 



Достаточно высокие и стабильные выходы олигонуклеотидов, по-
лученных в автоматическом режиме на синтезаторе «Виктория-4М», а 
также полная воспроизводимость результатов, свидетельствуют о точ-
ности и надежности выполнения прибором всех программируемых опе-
раций. Учитывая то обстоятельство, что приведенные в табл. 2 средние 
выходы на стадию рассчитывали, исходя из количества выделенного 
продукта и, следовательно, степени превращения на отдельных стадиях 
конденсации на 10—15 % выше и составляют 85—90 %, можно конста-
тировать, что эффективность работы синтезатора соответствует лучшим 
результатам триэфирных схем синтеза [7, 10]. 

T H E A L L - M A C H I N E S Y N T H E S I S 
O F O L I G O D E O X Y R I B O N U C L E O T I D E S BY P H O S P H O T R I E S T E R 
A P P R O A C H U S I N G A U T O M A T I C S Y N T H E S I Z E R «VICTORY-4M» 

S. M. Gryaznov, V. Κ. Potapov, V. V. Gorn, V. F. Zarytova, 
Yu. G. Sredin, G. A. Potemkin, Z. A. Shabarova 

D e p a r t m e n t of Chemis t ry , Μ. V. Lomonosov S ta t e Univers i ty , Moscow 
Ins t i tu t e of B ioorgan ic Chemis t ry , 
Siber ian Branch of the Academy of Sciences of the U S S R , Novosibirsk 
Special Des ign Technologica l Off ice 
of the Special Elect ronics and Analy t ica l I n s t r u m e n t Eng inee r ing , 
Siber ian Branch of the Academy of Sciences of the U S S R , Novosibirsk 

S u m m a r y 

The w o r k i n g reg ime of new model of au tomat i c synthes izer of e l igodeoxyr ibonucleot ides 
«Victory-4M» appl icable for two schemes of phosphot r ies te r syn thes i s of ol igonucleot i -
des in 3 ' -5 ' direct ion has been developed, the nucleot ide componen t s be ing ei ther dis-
solved in the so lven ts or immobil ized on polymer suppor t s . Both s tyrene- te f lon copoly-
mer and s i lochrome C-80 were used as polymer suppor t s . The compara t ive ana lys i s of 
the resu l t s of a l l -machine syn thes i s of the series of o l igodeoxyr ibonucleot ides has 
shown, tha t inspi te of the d i f fe rences in the s t ruc tu re and chemical n a t u r e of suppor t s 
and nucleot ide components , the ave rage yield w a s about 75-80 % per step. These resu l t s 
demons t r a t ed the eff ic iency of synthes izer and appl icabi l i ty of the both synthe t ic appro-
aches for au tomat ized syn thes i s of ol igonucleot ides . 
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