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БІООРГАНІЧНА ХІМІЯ 

Синтез 3'- та 3,5-модифікованих 
олігонуклеотидів на функціоналізованому 
силікагелі «Силохром-2» 

Описано отримання З'-моно- та 3' ,5' -біс-мічених олігонуклеотидів на новому полімерному носієві 
з використанням мікросферичного силікагелю «Силохром-2», функціоналізованому флуоресцеїном. 
На цьому полімері твердофазним фосфітамідним методом синтезовано олігонуклеотид (dT)\s, 
шр містить залишок барвника на 3'-кінці Постсинтетичною 5'-модифікацією З'-конюгата 
вдалося отримати олігомер, мічений двома молекулами флуоресцеїну. У майбутньому це буде 
використано для синтезу флуоресцентних зондів для детекції нуклеїнових кислот. 

Ключові слова: олігонуклеотидні кон'югати, флуоресцентні мітки, твердофазний синтез, функ-
ціоналізація. 
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Вступ. Розвиток біотехнології та медицини спричи
нив значний інтерес до кон'югатів між олігонук-
леотидами та іншими молекулами зі специфічними 
властивостями — репортерними, ліпофільними та 
транспортними групами, білками, хімічними нук-
леазами тощо [1—7]. Хімічно модифіковані оліго-
нуклеотиди широко використовують як ДНК/РНК-
зонди, праймери для полімеразної ланцюгової ре
акції (ПЛР), у секвенуванні нуклеїнових кислот 
(НК), при вивченні білково-нуклеїнової взаємодії 
та ін. [1, 6—9]. Нерадіоактивно мічені олігонук-
леотиди з флуоресцентними, хемілюмінесцентни
ми, афінними чи спіновими репортерними групами 
поступово стають основними реагентами для де
текції НК. Надалі актуальними стають розробка 
нових методів ковалентного мічення олігонук
леотидів та підвищення чутливості детекції НК-
мішеней. 
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Існують два основних варіанти отримання олі-
гонуклеотидних кон'югатів [1—5]. Перший з них 
базується на синтезі та виділенні олігонуклеотидів, 
функціоналізованих реакційноздатними групами, 
найчастіше — аміно- чи меркаптоалкільними, з на
ступним приєднанням до них репортерних моле
кул. Другий підхід полягає у введенні репортерної 
групи безпосередньо в процесі твердофазного син
тезу олігонуклеотидної послідовності. У цьому ви
падку ключовим фактором є стабільність приєд
наної групи в умовах синтезу та деблокування 
олігонуклеотиду. Описано також полімерні носії, 
що містять репортерні групи, приєднані через спе
ціальні лінкери, на яких можна синтезувати олі-
гонуклеотидну послідовність з утворенням 3'-мі
чених олігомерів. Деякі з цих носіїв комерційно 
доступні («Glen Research», «TriLink», «Synthegen», 
«Sigma-Genosys» та інші фірми). 

Недавно нами отримано полімерний носій 1 на 
основі мікросферичного аеросилогелю «Силохром-
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Рис. 1. Структура полімерного 
носія, використаного для син
тезу мічених флуоресцеїном 
олігонуклеотидів: Silica — си
лікагель «Силохром-2» 

2», модифікованого флуоресцеїном (рис. 1) [10]. 
Полімер дозволяє проводити твердофазний синтез 
флуоресцентно мічених фрагментів НК. У пред
ставленій роботі описано синтез моно- та біс-
мічених олігонуклеотидів на цьому носієві. 

Матеріали і методи. Використано 1,Г-карбо-
нілдіімідазол (CDI) та флуоресцеїн-5-ізотіоціанат 
(FITC, isomer I) («Merck», Німеччина), захищений 
дезокситимідин-З'-фосфітамід та тетразол для олі-
гонуклеотидного синтезу, трис(гідроксиметил)амі-
нометан, акриламід та метилен-біс-акриламід для 
електрофорезу («Sigma», США). Інші реагенти та 
розчинники виробництва «Макрохім» (Україна). 
Ацетонітрил переганяли над Р205 та гідридом каль
цію, діоксан — над NaOH. Синтез полімеру 1 здій
снювали, як описано в [10]. Спектри поглинання 
записували на спектрофотометрі Shimadzu UV-
3100 (Японія). 

Синтез кон'югатів олігонуклеотидів з флуо
ресцеїном. Твердофазний синтез олігонуклеотиду 
(dT)I5 проводили на полімері 1 у масштабі 
0,25 мкмоль стандартним фосфітамідним методом 
на синтезаторі Applied Biosystems Model 381 A. Ha 
стадії приєднання першого нуклеотидного компо
нента тривалість реакції конденсації було збіль
шено до 5 хв. Після завершення синтезу послідов
ності та фінального 5'-детритилювання полімерний 
носій ділили на дві частини, які далі використову
вали для отримання двох різних флуоресцеїнових 
кон'югатів. 

Для одержання 3'-міченого олігомеру 2 після 
синтезу послідовності (dT)15 полімер витримували 
в 1 мл конц. NH4OH (50 °С, 6 год). Деблокований 
продукт виділяли знесолюванням аміачного розчи
ну на колонці PD-10 («Pharmacia», Швеція), вико
ристовуючи 0,05 М триетиламоній-бікарбонатний 
буфер (ТЕАВ, рН 7,8) як елюент. Кон'югат 2 

виділяли електрофорезом у 20 %-му поліакрил-
амідному гелі. UV-Vis: A260/A494 = 2,04, 

Для синтезу олігомеру з двома кінцевими флу
оресцентними групами після завершення нарощу
вання послідовності (dT)15 на 5'-кінець олігонук
леотиду, приєднаного до полімерного носія, вводи
ли аміноалкільну групу карбонілдіімідазолідним 
методом [11 ]. Детритильований полімер обробляли 
1 мл 0,3 М розчину CDI у сухому діоксані протя
гом 45 хв, промивали діоксаном (5x1 мл), а далі 
витримували в 1 мл 0,2 М розчину гексамети-
лендіаміну в суміші діоксан: вода (9:1) протягом 
45 хв. Полімер промивали діоксаном (3x1 мл), 
метанолом (3x1 мл) та ефіром (3x1 мл). Олі-
гонуклеотид 3, що містить залишок флуоресцеїну 
на З'-кінці та аліфатичну аміногрупу на 5'-кінці, 
відщеплювали від полімеру та деблокували за до
помогою обробки носія концентрованим аміаком, 
знесолювали та виділяли гель-електрофорезом, як 
описано вище. Аміномодифікований олігомер 3 ру
хається в гелі повільніше, ніж нефункціоналізо-
ваний кон'югат 2. 5'-Аміноалкільований кон'югат З 
(З А260, -21 нмоль) обробляли розчином FITC у 
суміші 0,1 М карбонат-бікарбонатного буфера (рН 
9,5) та диметилформаміду (2:1) за модифікованим 
методом [12]. Розчин FITC у ДМФ (10 мг/мл, 
75 екв. реагенту відносно олігонуклеотиду) додава
ли до розчину олігомеру 3 у водному буфері та 
витримували протягом ночі при кімнатній темпера
турі. Продукт кон'югації відділяли від надлишку 
незв'язаного барвника за допомогою гель-фільт-
рації. Реакційну суміш розбавляли двома об'ємами 
води та наносили на колонку PD-10, врівноважену 
0,05 М ТЕАВ-буфером (рН 7,8), що містить 5 % 
CH3CN. Елюцію проводили цим же буфером. Под
війно мічений кон'югат 4 очищували гель-електро
форезом. Олігомер з двома репортерними групами 
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рухається в гелі повільніше, ніж аналог з однією 
міткою. Вихід кон'югату 4 становив 1,4 А260 (~8,5 
нмоль, 40 %). UV-Vis: A260/A494 = 1,18. 

Результати і обговорення. У літературі описа
но ряд носіїв для олігонуклеотидного синтезу, мо
дифікованих флуоресцентними барвниками, серед 
яких флуоресцеїн, родамін та ін. [13—17]. Для 
отримання полімерних носіїв для синтезу 3'-міче
них олігонуклеотидів потрібен біфункціональний 
лінкер, що дозволяє одночасно приєднувати як 
репортерну групу, так і олігонуклеотид. Структури 
лінкерів, як правило, базуються на синтонах типу 
2-заміщеного 1,3-пропандіолу. Для синтезу лінкера 
ми використали подібну структуру 3-амінопропан-
1,2-діолу. Лінкер вводили в раніше описаний нами 
високоефективний носій на основі мікросферичного 
силікагелю «Силохром-2», що містить спейсер амі-
нопропіл-сукцинат-етилендіамін [18]. В результаті 
було отримано флуоресцеїн-модифікований полі
мер 1 (рис. 1) [10]. Носій містить залишок флуо
ресцеїну, захищений двома півалоїльними групами 
для уникнення побічних реакцій по фенольному 
гідроксилу барвника [13, 19, 20]. Діацильований 
лактон флуоресцеїну легко деблокується при амо
нолізі з утворенням нормальної хіноїдної структури 
барвника. 

На полімері 1 синтезували модельний пентаде-
катимідилат (dT)15 традиційним фосфітамідним 
методом. Першу реакцію конденсації проводили 
протягом довшого часу, ніж на подальших стадіях 
синтезу (5 хв замість 2 хв). Подовження часу 
приєднання першого нуклеотиду рекомендують при 
синтезі на модифікованих полімерах, до яких при
єднані великі репортерні молекули. Це компенсує 
наявний у даному випадку негативний вплив сте-
ричного фактора. Вихід першої реакції конденсації 
становив 96 %, а виходи подальших конденсацій 
перевищували 98 %. 

Для отримання З'-флуоресцеїнової похідної 2 
олігонуклеотид після завершення побудови нуклео-
тидної послідовності відщеплювали від полімеру та 
деблокували амонолізом і далі кон'югат 2 очищу
вали електрофорезом у поліакриламідному гелі 
(схема). Флуоресцеїн-вмісні олігонуклеотиди легко 
детектуються в гелі за своєю зелено-жовтою флуо
ресценцією при опроміненні гелю довгохвильовим 
УФ-світлом (365 нм). Олігомери, які містять барв
ник, менш рухливі в гелі порівняно з немоди-
фікованими. 

У реакційній суміші, утвореній при синтезі 

(dT),5 на полімері 1, містилася помітна кількість 
нефлуоресцентних олігомерів. Ймовірно, це по
в'язано з тим, що під час синтезу самого полімеру 
1 приєднання барвника до O-DMTr-захищеного 
амінолінкера було не кількісним (вміст DMTr-rpy-
пи та флуоресцеїну в полімері становив відповідно 
38 та 28 мкмоль/г [10]), тому частина олігонук-
леотидних ланцюгів синтезується на лінкері, який 
не містить барвника. Однак електрофоретичне від
ділення флуоресцеїн-модифікованих олігомерів від 
немічених послідовностей цілком ефективне вна
слідок різної рухливості мічених і немічених про
дуктів. Введення аміноалкільної групи на 5'-кінець 
додатково знижує рухливість олігомерів. 

Можливим є приєднання другої репортерної 
групи до 5'-кінця З'-кон'югатів [13—15, 21—23]. 
Описано численні приклади подвійно мічених олі
гонуклеотидів. Так, олігомери, мічені двома барв
никами, використовують ефект резонансного пере
носу енергії флуоресценції (FRET) між хромофо
ром-донором та акцептором для гомогенної детекції 
НК, аналізу фрагментів ПЛР та ін. [8, 24—30]. 
Елегантна технологія детекції гібридизації НК у 
розчині використовує так звані «молекулярні беко
ни» (molecular beacons) — олігонуклеотиди, здатні 
формувати шпилькові структури, модифіковані 
просторово зближеними кінцевими флуорофором 
та групою, що гасить флуоресценцію. При гіб
ридизації такого зонда з комплементарною НК 
барвники розходяться, що веде до зростання флуо
ресценції [31 ]. Єй інші технології детекції НК, які 
базуються на подібних принципах (Scorpions, Sun
rise primers, LUX primers тощо). Відповідні мічені 
олігонуклеотиди мають загальну назву light-up pro
bes, тобто зонди, що «розгоряються» при зв'язу
ванні з НК-мішенями [28, 32]. Зараз доступним є 
синтез подвійно мічених олігонуклеотидів на за
мовлення, однак вони дуже дорогі (для синтезу в 
масштабі 0,2 мкмоль ціна становить $ 300—600 
залежно від типу міток). 

Ввести другу репортерну групу можна безпосе
редньо в процесі твердофазного синтезу, викори
стовуючи фосфітамідні чи Н-фосфонатні похідні 
міток, які потрібно приєднати [2—5]. Ми провели 
постсинтетичну модифікацію, приєднавши на пер
шому етапі аміногексильну групу до 5'-кінця оліго-
меру 2 та виділивши функціоналізований олігонук
леотид 3, що містить барвник на З'-кінці. 5'-Амі-
ноалкільну групу вводили карбонілдіімідазольним 
методом, який полягає в обробці приєднаного до 
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Схема синтезу моно- та біс-мічених олігонуклеотидів 

полімеру захищеного олігонуклеотиду CDI, а потім 
гексаметилендіаміном [11]. Після деблокування 
олігомер 3 виділяли за допомогою гель-електрофо-
резу. Функціоналізований кон'югат 3 реагував з 
класичним FITC у водно-органічному середовищі 
при рН 9,5 [12]. Використовували 75-кратний 
надлишок барвника відносно олігонуклеотиду. За 
цих умов другий флуорофор приєднувався до оліго-

меру 3 майже кількісно, за даними високоефектив
ної рідинної хроматографії, з утворенням подвійно 
міченого (dT)I5. 

Таким чином синтезовано модельний оліго-
нуклеотид 4, що містить два залишки флуоресцеїну 
на 3'- та 5'-кінцях. Вихід продукту 4 після елект
рофоретичного очищення становив близько 40 %. 
Такі біс-мічені олігонуклеотиди можна застосову-
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Рис. 2. Спектри електронного поглинання олігонуклеотидних 
кон'югатів у 0,05 М ТЕАВ (рН 8): a— (dT)15-Flu (2); б — 
Flu-(dT)I5-Flu (4) 

вати як чутливіші порівняно з моно-міченими ана
логами флуоресцентні зонди на НК. 

Олігонуклеотиди, модифіковані флуоресцеї
ном, знесолювали за допомогою гель-фільтрації на 
сорбенті Sephadex G-25 (колонка PD-10 фірми 
«Pharmacia») в 0,05 М буфері ТЕАВ, рН 7,8. 
Присутність невеликої кількості органічного роз
чинника в елюенті (3—5 % ацетонітрилу чи етано
лу) зменшує неспецифічну сорбцію продуктів на 
сефадексі, особливо при виділенні подвійно мі
чених олігонуклеотидів. 

UV-Vis спектри кон'югатів 2 та 4 (рис. 2) чітко 
демонструють присутність одного або двох залиш
ків флуоресцеїну. Олігонуклеотидна частина не 
поглинає у видимій ділянці спектра, де спостері
гається інтенсивна смуга барвника (Ятах - 494 нм), 
проте в ультрафіолетовій області (у ділянці 260 нм) 
поглинають як гетероциклічні основи нуклеотидів, 
так і барвник. Для (dT)15 коефіцієнт екстинкції 
£260 = 122000 (обчислено за методом [33]). Літера
турні дані щодо коефіцієнтів екстинкції флуорес
цеїну у складі кон'югатів дещо різняться, що пов'я
зано з залежністю поглинання зазначеного барвни
ка (особливо у видимій області спектра) від рН та 
низки інших факторів [34]. Після ковалентного 
приєднання барвника його поглинання у видимій 
області зменшується в середньому на 10 % [35]. За 
даними [35], для флуоресцеїну (у вигляді похідної 
FITC) в основному середовищі е260= 13700 і є49А = 
= 68000. За даними ж роботи [36], ці коефіцієнти 
становлять відповідно 20900 і 73000. 

Теоретичне співвідношення інтенсивностей по
глинання кон'югатів в ультрафіолетовій та видимій 

областях А260/А494, обчислене з використанням да
них [35], становить 2,00 та 1,10 для моно- та 
біс-міченого (dT)I5, а за даними [36 ] — відповідно 
1,96 та 1,12. Ці значення добре узгоджуються з 
експериментальними даними, отриманими для 
кон'югатів 2 та 4 (А260/А494 відповідно 2,04 та 
1,18). 

Отже, описано синтез кон'югатів олігонуклео
тидів з одним та двома флуорофорами. Полімер 1 
використано як носій для прямого твердофазного 
синтезу З'-флуоресцеїнової похідної (dT)15, a 5'-
функціоналізація отриманого кон'югату приводить 
до одержання олігомерів з двома репортерними 
групами. Метод придатний для одержання олі
гомерів з двома різними флуоресцентними мітками. 
До кон'югата 3 можна приєднати практично будь-
яку репортерну молекулу, використавши її відпо
відну похідну, здатну до селективної модифікації 
аміногруп. Є можливість отримати олігомери з 
кінцевими модифікаціями двох різних типів, на
приклад, 3'-флуоресцентно мічені олігонуклеотидні 
5'-кон'югати з пептидами, хімічними нуклеазами 
чи іншими молекулами. 

І. Ya. Dubey, L. V. Dubey, D. M. Fedoryak 

Synthesis of 3'- and 3',5'-modified oligonucleotides on 
functionalized silica Silochrom-2 

Summary 

The preparation of У-mono- and У, У -bis-labeled oligonucleotides 
on a new fluorescein-functionalized polymer support based on 
Silochrom-2 microspherical silica is described. Oligonucleotide 
(dT)l5 containing a dye residue at З'-end was synthesized on this 
support by solid-phase phosphoramidite method. Post-synthetic 
5'-modification of 3'-conjugate allowed obtaining double dye-labeled 
oligomer. In the future it will be used for the synthesis of fluorescent 
probe for nucleic acids detection. 

Keywords: oligonucleotide conjugates, fluorescent labels, solid-
phase synthesis, functionalization. 

И. Я. Дубей, Л. В. Дубей, Д. М. Федоряк 

Синтез 3'- и 3'^'-модифицированных олигонуклеотидов на 
функционализированном силикагеле «Силохром-2» 

Резюме 

Описано получение З'-моно- и 3',5'-бис-меченных олигонуклео
тидов на новом полимерном носителе с использованием мик
росферического силикагеля «Силохром2», функционализирован
ном флуоресиеином. На этом полимере твердофазным фосфи-
тамидным методом синтезирован олигонуклеотид (dT)l5, 
содержащий остаток красителя на 3'-конце. Постсинтетиче
ская 5'-модификация З'-конъюгата позволила получить олиго-
мер, меченный двумя молекулами флуоресцеина. В будущем 
это будет использовано для синтеза флуоресцентных зондов 
для детекции нуклеиновых кислот. 
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